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1 UVOD 
Vse od predstavitve nadzorovanega fermentacijskega procesa, sta alkoholna fermentacija 
in posamična starterska kultura Saccharomyces cerevisiae nerazdružljiva pojma. 
Sposobnost kvasovk S. cerevisiae, da tvorijo visoke koncentracije etanola in so hkrati 
odporne nanj, je odlična fenotipska lastnost, tako kot nezmožnost tvorbe zdravju-škodljivih 
toksinov, kar je le nekaj od številnih značilnostih, zaradi katerih je idealni alkoholno-
fermentativni organizem. Vendar, v nekaterih razmerah ali za določene specifične 
fermentacijske procese, fiziološke meje te vrste omejujejo njeno uporabnost. Zato trenutno 
obstaja veliko zanimanje za kvasovke s posebnimi lastnostmi, ki ne spadajo v rod 
Saccharomyces (ali nekonvencionalne), in lahko nadomestijo ali spremljajo S. cerevisiae 
pri posebnih industrijskih fermentacijah (Steensels in sod., 2015). 
Kvasovke rodu Hanseniaspora, Pichia, Saccharomycodes in Zygosaccharomyces veljajo 
za kvarljivke vin, saj so pogosto izolirane med počasnimi in šibkimi fermentacijami ali iz 
vin s senzoričnimi in/ali fizikalno-kemijskimi napakami. Kljub temu različne študije 
navajajo, da večina omenjenih kvasovk izloča encime, ki so vključeni v sproščanje 
aromatskih komponent iz ne-aromatičnih prekurzorjev v grozdju (Fernandez in sod., 
2000).  
Poleg tega, da ne-Saccharomyces kvasovke lahko proizvedejo velike količine etil acetata, 
so tudi zelo dobre tvorke drugih estrov, kot sta izoamil acetat (aroma po banani) in 2-fenil-
etil acetat (sadna in cvetlična aroma), kar prispeva k sadni aromi vina (Ciani in sod., 2006; 
Moreira in sod., 2005; Rojas in sod., 2003). 
Izolacija »divjih« ne-Saccharomyces vrst iz tradicionalnih izdelkov je klasična metoda za 
pridobivanje starterske kulture za fermentacijo hrane (Leroy in Vuyst, 2004). Z uporabo 
selekcioniranih divjih vrst lahko razvijemo obsežno paleto fermentirane hrane, ne da bi se 
izgubila njena unikatna aroma in specifične lastnosti (Sánchez in sod., 2010; Caplice in 
Fitzgerald, 1999). 
 
1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
1.1.1 Cilji magistrske naloge 
Določitev vpliva ne-Saccharomyces kvasovke Kregervanrija fluxuum na fizikalno-
kemijske in senzorične lastnosti jabolčnega vina z mikro-fermentacijami v sterilnem 
jabolčnem soku, ter ohranitev genetskega potenciala za sestavo združene starterske kulture 
jabolčnega vina in s tem prispevek k ohranitvi tradicionalnega proizvoda Koroške regije. 
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1.1.2 Delovne hipoteze  
 Pri spontani fermentaciji jabolčnega vina sodeluje vsaj pet vrst kvasovk in bakterij, 
ki pozitivno vplivajo na kakovost jabolčnega vina in imajo potencial za združeno 
startersko kulturo. 
 Kvasovka Kregervanrija fluxuum ima pozitiven vpliv na fizikalno-kemijske in 
senzorične lastnosti jabolčnega vina. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 POJEM JABOLČNO VINO V LITERATURI / DEFINICIJA JABOLČNEGA 
VINA V LITERATURI 
Jabolčno vino je svetovno popularna alkoholna pijača, narejena s spontano fermentacijo 
jabolčnega soka, pri čemer v nobeni fazi tehnološkega postopka ni bil dodan destiliran 
alkohol (AICV, 2018). 
Lobo in sod. (2016) navajajo, da pojem jabolčno vino ali »cider« vključuje dva inovativna 
produkta, kot sta jabolčna vina z okusom (mešanica jabolk z jagodami, eksotičnim sadjem, 
kivijem, limeto…), ter domača jabolčna vina, ki so močno povezana z geografsko lego 
pridelave, izpopolnjena s tradicionalno dobro proizvodno prakso. 
Izraz »cider« je sicer splošno sprejet kot pijača, narejena iz jabolk. V Severni Ameriki se 
pojem »cider« uporablja za moten nepasteriziran jabolčni sok, pojem »hard cider« pa se 
nanaša na fermentiran izdelek, narejen iz trpkih, kislih in jabolk ostrega okusa, ki ne smejo 
biti sladka (Kelkar in Dolan, 2012). V Evropi se pojem »cider« uporablja za fermentiran 
izdelek, alkoholna pijača z vsebnostjo alkohola med 1,2 in 8,5 % v/v (Lea in Drilleu, 
2003). 
 
2.2 PRIDELAVA IN PORABA JABOLČNEGA VINA NA SVETOVNI RAVNI TER 
V SLOVENIJI 
Poraba jabolčnega vina je v zadnjih letih v precejšnem porastu (Antón-Díaz in sod., 2016). 
Globalno – tržni potencial te pijače napoveduje, da bo do leta 2020 dosegel 12,9 milijarde 
dolarjev (Lobo in sod., 2016). 
Največja proizvodnja jabolčnega vina je v Evropi. Med največje proizvajalce se uvrščajo: 
Francija, Španija, Velika Britanija ter izven Evrope ZDA. Francija je največja proizvajalka 
jabolčnega vina na svetu. Znana je po penečih (gaziranih), lahkih jabolčnih vinih, narejenih 
iz jabolk in hrušk ali iz lahkih jabolk, polnjenih v dizajniranih steklenicah za penine. V 
Španiji uporabljajo kompleksno aromo s kombinacijo zelenih jabolk, medu, sliv in vanilije. 
Pridelovalci v Veliki Britaniji uporabljajo tradicionalen postopek pridelave jabolčnega 
soka iz visoko kakovostnih jabolk ali iz jabolčnega koncentrata. Znani so po ciderju, ki ima 
visoko vsebnost alkohola in je temnejši. ZDA imajo pestro izbiro različnih stilov cidra, 
kategoriziranega v fermentirani jabolčni sok, hard cider ali sladek jabolčnik (ang. freshly 
expressed juice) (Specific gravitiy cider, 2018). 
V Sloveniji je proizvodnja jabolčnega vina največ zastopana v severnem delu države, kjer 
klimatske razmere ne omogočajo pridelave vina (Vidrih in Hribar, 1999). 
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2.3 TEHNOLOGIJA PRIDELAVE JABOLČNEGA VINA 
Del Campo in sod. (2005) navajajo, da se proizvodni (tehnološki) proces jabolčnega vina v 
Španiji lahko razdeli v naslednjih stopnjah: sprejem jabolk, čiščenje, mletje/drobljenje, 
stiskanje (pressing), bistrenje - sedimentacija, alkoholna in jabolčno-mlečnokislinska 
fermentacija, pretok, zorenje in stekleničenje. 
Pobiranje jabolk se začne v začetku meseca oktobra. Jabolka se pobirajo ročno, neposredno 
iz tal v košare ali vreče, kar je lahko problematično zaradi mikroflore. Jabolka se nato 
transportirajo do kmetije, kjer bo iz jabolk nastalo jabolčno vino, ter se shranjujejo v zato 
namenjenih silosih (sprejem). Sledi pranje jabolk v bazenih z vodo, v katerih jabolka 
lebdijo ter ročno odstranjevanje (separacijo) poškodovanih jabolk. Jabolka nato potujejo do 
rotirajočih naprav, kjer se s pomočjo vode odstrani umazanija, listje in druge nečistoče 
(čiščenje). Naslednji korak je mletje oz. drobljenje opranih jabolk v mlinu oz. drobilniku 
sadja, pri čemer nastane jabolčna pulpa, ki se namaka v jabolčnem soku, nekaj ur (Villar in 
sod., 2017). 
V naslednji stopnji pridelave (stiskanje) se jabolčni sok ekstrahira v več razporednih 
stiskanjih jabolčne pulpe. Izkoristek je med 50 % in 70 %, odvisno od sorte uporabljenih 
jabolk. Glede na raznolikost jabolk, stopnje zrelosti in postopka stiskanja, je sestava 
jabolčenga soka lahko naslednja: voda (75-90 %), sladkorji (9-18 %), kisline (0,1-1 %), 
pektinske snovi (0,05-2 %) in fenoli (0,02-0,6 %). Jabolčni sok poleg naštetih hranil 
vsebuje tudi majhne količine proteinov, vitaminov, mineralov, encimov in dušikovih snovi. 
Pri stiskanju nastaneta dva produkta, in sicer tekoči del (jabolčni sok) in tropine, ki jih 
ponavadi zavržejo. Po stiskanju sledi faza bistrenja jabolčnega soka, kjer s sedimentacijo 
ločijo tekoči del jabolčnega soka, ki prihaja iz stiskalnice, od trdne faze - tropin (težji 
delci) (Villar in sod., 2017). 
Alkoholna in jabolčno-mlečnokislinska fermentacija sta najbolj pomembni fazi v predelavi 
jabolčnega vina. Po stiskanju in sedimentaciji se jabolčni sok pretoči v lesene sode 
(tradicionalen postopek), sode iz nerjavečega materiala (industrijska proizvodnja) ali v 
odvečne sode, v katerih so pridelovali pivo (po Evropi). Fermentacija poteka pri 
kontrolirani temperaturi 10-16 °C in traja od 1 do 4 mesece. Po končani fermentaciji se 
mikroorganizmi odstranijo, da zagotovimo primerno mikrobiološko in fizikalno-kemijsko 
stabilnost jabolčnega vina. Potem sledi staranje, ki lahko traja tudi nekaj mesecev. Staranje 
je počasen proces, pri katerem je pomemben kontakt jabolčnega vina z lesom, ki poveča 
vsebnost aromatskih komponent v končnem produktu. Na koncu, ko je gostota jabolčnega 
vina manjša kot 1000 g/L, se vino ustekleniči brez kakršnakoli filtracije, z namenom da 
končni izdelek ne izgubi ogljikovega dioksida (Del Campo in sod., 2003, 2005). 
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2.4 ALKOHOLNA IN JABOLČNO-MLEČNOKISLINSKA FERMENTACIJA 
Fermentacija jabolčnega mošta je zelo kompleksen mikrobiološki proces, ki vključuje 
razvoj številnih vrst kvasovk in bakterij (Beech, 1972a, 1972b; Cabranes in sod., 1990; 
Valles in sod., 2007). Kvasovke so primarno odgovorne za alkoholno fermentacijo. 
Razvoj, dinamika in frekvenca pojavljanja različnih vrst kvasovk med fermentacijo 
določajo karakteristike okusa in arome izdelka (Beech in Davenport, 1970; Suarez in sod., 
2005).  
Zaporedje pojavljanja različnih vrst mikroorganizmov je univerzalen fenomen, opažen pri 
spontanih fermentacijskih procesih. Ta fenomen je odsev interakcij med mikroorganzmi, 
tekmovanje za intrinzične rastne faktorje, kot so hranila, in odpor proti inhibitornim 
okoljskim pogojem, kot je visoka kislost. Mikroorganizmi posledično kažejo selektivno 
prednost v določenem obdobju kot dominantna populacija med fermentacijo (Singh in 
Ramesh, 2008; Sánchez in sod., 2010). 
Že preliminarne študije o dinamiki kvasovk med fermentacijo navajajo, da ne-
Saccharomyces kvasovke z nizkim fermentacijskim potencialom, kot so Starmerella, 
Pichia, Hanseniaspora in Metschnikowia pretežno rastejo v prvih fazah fermentacije, 
avtohtone kvasovke rodu Saccharomyces z dobro toleranco na alkohol, pa so dominantne v 
naslednjih fazah alkoholne fermentacije (Bedriñana in sod., 2010). Dinamiko pojavljanja 
in rasti različnih vrst kvasovk med fermentacijo jabolčnega mošta so podrobneje preučili 
Morrissey in sod. (2004). Fermentacijski proces so razdelili v 3 fermentacijske faze – 
zgodnja, srednja in zadnja fermentacijska faza.  
Zgodnja fermentacijska faza poteka v sredini septembra, ko je okoljska temperatura cca 20 
°C ter temperatura jabolčnega soka 14-16 °C. Za to fazo je značilna hitra fermentacija (12-
15 dni) in hiter porast fermentacijske temperature (do 34-36 °C). Začetno število kvasovk 
je cca 6,0 x 106 CFU/mL, kar predstavlja 90 % kvasovk rodu Hanseniaspora, ki so 
prisotne na sadju. V prvih 24 urah poteka krajša lag faza, potem pa sledi hiter izkoristek 
sladkorjev in porast fermentacijske temperature. Ko se vsebnost alkohola zviša na 4 vol. % 
(3. dan), se posledično število kvasovk rodu Hanseniaspora drastično zmanjša. V tej fazi je 
možno zaznati kvasovke rodov Pichia in Candida ali vrsti Metschnikowia pulcheriima in 
Zygosaccharomyces cidri (Morrissey in sod., 2004). 
V srednji fermentacijski fazi prevlada Saccharomyces cerevisiae, ki je odporna na večje 
vsebnosti alkohola. Tovrstne kvasovke pridejo iz opreme in prostorov za predelavo 
jabolčnega vina. V zadnji fazi se začnejo pojavljati kvasovke rodu Brettanomyces/Dekkera, 
ki po 12 dneh predstavljajo 12 % vseh kvasovk, po približno 22 dneh pa predstavljajo 90 
% populacije kvasovk. V kleteh jih je možno zaznati tudi izven fermentacijske sezone in 
tako sodijo med odpornejše vrste. V času zorenja je možno zaznati samo kvasovke rodu 
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Dekkera/Brettanomyces (tudi po 9-ih mesecih zorenja,  3 x 103 CFU/mL) (Morrissey in 
sod., 2004). 
Različni dejavniki, kot so geografska lokacija, klimatske razmere, sorte jabolk in 
tehnologija predelave jabolčnega vina, lahko vplivajo na diverziteto prisotnih kvasovk v 
moštu (del Campo in sod., 2003). 
Jabolčni mošt je podvržen številnim biokemijskim transformacijam, ki potekajo med 
fermentacijskem procesom jabolčnega vina. Njihov nadzor je bistvenega pomena za 
doseganje visoke kakovosti (de la Roza in sod., 2003). Dva glavna bioprocesa sta 
alkoholna in jabolčno-mlečnokislinska fermentacija (Beech, 1972a, 1972b; Herrero in sod., 
1999). Med alkoholno fermentacijo kvasovke pretvarjajo večino sladkorjev, med katerimi 
so fruktoza, glukoza in saharoza, v etanol in CO2, po tako imenovani Embden-Meyerhof-
Parnasovi metabolni poti (Williams, 1974; de la Roza in sod., 2003). Čeprav je to osnovna 
biokemijska reakcija, ni edina, saj namreč istočasno potekajo številne druge reakcije, pri 
čemer se tvorijo različni sekundarni produkti. Iz senzoričnega stališča so med najbolj 
pomembnimi sekundarnimi produkti organske kisline, višji alkoholi in estri (Lafon-
Lafourcade, 1983; de la Roza in sod., 2003). 
Estri imajo značilen vpliv na aromo jabolčnega vina, čeprav so prisotni samo v majhnih 
koncentracijah. Večina estrov se tvori na začetku fermentacije, tekom in proti koncu 
fermentacije se njihova hitrost tvorbe zmanjša ali ostaja ista (Lafon-Lafourcade, 1983; de 
la Roza in sod., 2003). Kvantitativno najpomembnejši ester je etil acetat, ki se tvori iz 
acetil Co-A v Embden-Meyerhof-Parnasovi metabolni poti (Williams, 1974; Beech in 
Carr, 1977). Za razliko od ostalih estrov z večjo molekulsko maso, ki so tudi zaželjeni 
elementi arome vina, je etil acetat nezaželjen (Lafon-Lafourcade, 1983). Tako v vinih kot v 
jabolčnikih, ki vsebujejo velike količine etil acetata, je poudarjena aroma in okus po ocetni 
kislini (Williams, 1974; Beech in Carr, 1977; Beech in Davenport, 1970). Na biosintezo 
estrov vplivajo: aeracija, temperatura fermentacije in zrelost sadja (de la Roza in sod., 
2003). 
Jabolčno-mlečnokislinska fermentacija je sekundarna fermentacija, ki se lahko začne tudi 
med alkoholno fermentacijo ali sledi po končani alkoholni fermentaciji v vinifikacijkemu 
procesu (Henríquez-Aedo in sod., 2016). Poteka pretvorba L-jabolčne kisline v L-mlečno 
kislino in CO2, ki jo vršijo mlečnokislinske bakterije (MKB). Lahko poteka spontano ali jo 
induciramo z dodatkom komercialnih starterskih kulturah (Knoll in sod., 2011). Jabolčno-
mlečnokislinska fermentacija vpliva na treh različnih, vendar povezanih vidikih kakovosti 
vina: kislost, mikrobiološka stabilnost in senzorična kompleksnost vina (Volschenk in sod., 
2006). Uspešnost jabolčno-mlečnokislinske fermentacije je odvisna od naslednjih 
oenoloških parametrov: pH, temperatura, vsebnost alkohova in koncentracija SO2 (Henick-
Kling, 1993). Nizek pH (3,0) in visoka vsebnost alkohola (do 126,24 g/L) sta dva stresna 
dejavnika, ki v kombinaciji z drugimi enološkimi parameri vplivajo na preživetje MKB, ter 
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seveda posledično tudi na samo jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo (Jackson in 
Lombard, 1993). 
Jabolčno-mlečnokislinska pretvorba se nanaša na biološki proces, v katerem predstavniki 
MKB pretvarjajo dikarboksilno jabolčno kislino (ki se nahaja v soku grozdja oz. jabolk) v 
monokarboksilno mlečno kislino (Osborne in Edwards, 2005). V tem procesu MKB 
pridobijo energijo, zviša se pH, poteče prenos protona na mlečno kislino, splošna kislost pa 
se zmanjša kot posledica pretvorbe dikarboksilne kisline v monokarboksilno kislino 
(Bartowsky in sod., 2005; Bisson in Walker, 2015). Dekarboksilacija jabolčne kisline in 
vezava protona na mlečno kislino, ter naknadno izločanje mlečne kisline generira protonski 
gradient čez bakterijsko membrano, ki zagotavlja energijo za rast, preživetje in 
metabolizem (Bisson in Walker, 2015). 
Heterofermentativne MKB presnavljajo sladkorje po pentoza fosfatni poti, in kot končne 
produkte poleg mlečne kisline tvorijo tudi CO2, ocetno kislino, etanol in acetaldehid. 
Homofermentativne MKB presnavljajo heksoze po glikolitični presnovni poti in tvorijo 
precej večje količine mlečne kisline (Bartowsky in sod., 2005; Bisson in Walker, 2015).  
MKB so prisotne na grozdju, v moštu in vinu, dominantni rodovi so Leuconostoc, 
Pediococcus, Lactobacillus in Oenococcus (Lonvaud-Funel, 1995; Versari in sod, 1999). 
Garcia-Moruno in Munoz (2012) navajata, da je najbolj opazna vrsta med jabolčno-
mlečnokislinsko fermentacijo Oenococcus oeni, ki naj bi bila zmožna preživetja in rasti 
tudi v neugodnih okoljskih razmerah v vinu, kot je nizek pH (cca 3,5), visoka vsebnost 
alkohola (14 % v/v), visoka koncentracija SO2 (50-80 mg/L) in nizke temperature (18-20 
°C) (Versari in sod., 1999). O. oeni je mikroorganizem, ki je sposoben zelo hitro pretvoriti 
jabolčno v mlečno kislino, ne glede na neugodne okoljske razmere v vinu, zaradi česar je 
najboljši in nabolj uporaben mikroorganizem za jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo 
(Beurdineaud in sod., 2003). 
Med jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo, poleg pretvorbe L-jabolčne kisline v L-
mlečno kislino v procesu dekarboksilacije z encimom jabolčno-mlečnokislinske pretvorbe, 
se lahko tvorijo tudi druge spojine, kot so biogeni amini (Henríquez-Aedo in sod., 2016). 
Tovrstne komponente nastajajo pri dekarboksilaciji prostih aminokislin (Lonvaud-Funel, 
2001) in lahko vplivajo negativno na kakovost vina, ter predstavljajo morebitno tveganje 
za zdravje potrošnikov (Anli in Bayram, 2009). 
 
2.5 PRISPEVEK NE-SACCHAROMYCES KVASOVK K FERMENTACIJI ŽIVILSKIH 
IZDELKOV 
Kvasovke rodu Saccharomyces se pogosto uporabljajo v fermentacijah različnih živilih, na 
primer v vinarstvu, pivovarstvu ali pekarstvu. V preteklosti, zlasti v 19 stoletju so se 
uporabljali kot posamične starterske kulture v živilskih fermentacijah, vendar dandanes 
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tradicionalne metode živilskih fermentacij vse več vključujejo združene starterske kulture 
oz. Saccharomyces in ne-Saccharomyces kvasovk (Gamero in sod., 2016). 
Ne-Saccharomyces kvasovke, ki jim v literaturi pravijo tudi nekonvencionalne kvasovke, 
vključujejo širok spekter različnih rodov ne-Saccharomyces kvasovk. V preteklosti so jih 
smatrali kot nezaželjene oziroma kvarljivce, danes igrajo pomembno vlogo v tvorbi sestave 
in aromatičnega profila vin in alkoholnih pijač. Prve študije o nekonvencionalnih kvasovk 
opisujejo njihovo vlogo v spontanih fermentacijah in njihovo sposobnost vpliva na različne 
okuse. Zadnje študije razkrivajo vlogo ne-Saccharomyces kvasovk v kontrolirani 
fermentaciji, v ko-fermentaciji z izbranimi Saccharomyces kvasovkami, predvsem v vinu. 
Omenjajo tudi pozitiven vpliv na kakovost drugih pijač, kot so pivo, sadna vina in žgane 
pijače zanimiva je tudi omenjena aplikacija ne-Saccharomyces kvasovk kot orodje za 
zmanjšanje potencialne vsebnosti etanola v vinih (Gschaedler, 2017). Njihova prisotnost je 
nepogrešljiva tudi pri drugih tradicionalnih fermentiranih živilih, kot na primer 
fermentativna kvasovka Pichia kudriavzevii, ki prispeva k atraktivni aromi koruznega 
testa, medtem ko sta Zygosaccharomyces rouxii in Candida versatilis esencialna za kislost 
in razvoj arome miso, ki je fermentirana soljena pasta, narejena iz riža, ječmena in soje 
(Nout, 2003). 
Varela (2016) omenja 37 vrst kvasovk kot najbolj pomembne ne-Saccharomyces 
kvasovke, ki so vključene v spontane fermentacije vina, piva, tekile, mezcal in cachaça 
(alkoholni pijači, podobni tekili). Pripadajo 20-im rodovom: Aureobasidium, 
Brettanomyces, Candida, Clavispora, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, 
Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Lachancea, Metschnikowia, Meyerozyma, 
Pichia, Rhodotorula, Saccharomycodes, Starmerella, Wickerhamomyces, Torulaspora in 
Zygosaccharomyces. 
 
2.5.1 Ne-Saccharomyces kvasovke v fermentaciji grozdnega soka 
Jolly in sod. (2014) navajajo, da so izolirali več kot 40 vrst ne-Saccharomyces kvasovk iz 
(grozdnega) mošta med spontano fermentacijo, omenjeni rodovi: Citeromyces, 
Debaryomyces, Dekkera, Hanseniaspora, Lachancea, Metschnikowia, Meyerozyma, 
Millerozyma, Pichia, Saccharomycodes, Starmerella, Torulaspora, Wickerhamomyces, 
Zygoascus, Zygosaccharomyces. Večina teh rodov preide v mošt neposredno iz površine 
grozdne jagode, površine kletarske opreme ali iz same kleti. Med spontanim 
fermentacijskim procesom se pojavaljajo oz. dominirajo na začetku alkoholne 
fermentacije, potem jih zamenjajo Saccharomyces kvasovke, ki končajo pretvorbo 
sladkorja v etanol (Jolly in sod., 2014; Ciani in sod., 2010). Število ne-Saccharomyces 
kvasovk kmalu po začetku fermentacije upade, kar so v začetku pripisovali povečanju 
koncentracije etanola in dodanega SO2 (Heard in Fleet, 1988). Vendar zadnje raziskave 
kažejo, da je razlog za upad števila teh kvasovk kompleksnejši in da je vpletenih več 
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različnih faktorjev, kot so počasna rast, inhibicija zaradi kombiniranega efekta SO2, 
koncentracije etanola, nizkega pH in pomanjkanje kisika (Combina in sod., 2005), kar je 
seveda odvisno od seva kvasovk (Gschaedler, 2017). 
Nekonvencionalne kvasovke se danes uporabljajo kot sredstvo za izboljšanje senzorične 
kompleksnosti in aromatskega profila vina. Združene starterske kulture se uporabljajo za 
izboljšanje primarne in sekundarne arome vina (Gschaedler, 2017). Drug, zelo zanimiv 
vidik uporabe ne-Saccharomyces kvasovk, je za zmanjšanje vsebnosti etanola v vinih. 
Contreras in sod. (2015) navajajo, da je Metschnikowia pulcherrima zmožna fermentacije 
vina z 0,9-1,6 % (v/v) manj etanola, če jo uporabijo v zaporednih inokulacijah, ter z še 
znatno večjim zmanjšanjem etanola, če je uporabljena kot združena starterska kultura s 
Saccharomyces uvarum (Contreras in sod., 2014). Gonzalez in sod. (2013) predlagajo, da 
se sevi ne-Saccharomyces kvasovk, ki so zmožni izkoristiti kisik za oksidacijo grozdnih 
sladkorjev, lahko uporabijo za zmanjšanje koncentracije etanola v vinih. Kvasovke vrste S. 
cerevisiae so namreč naklonjene fermentativnemu metabolizmu pred aerobno respiracijo, 
kadar koncentracija sladkorjev presega 10 g/L, medtem ko je veliko nekonvencionalnih 
kvasovk zmožnih porabe kisika za rast, ne glede na vsebnost sladkorjev (Alexander in 
Jeffries, 1990), in tako uporabiti sladkorje v respiratornem metabolizmu, kar ne vodi v 
tvorbo etanola (Contreras in sod., 2015). Pomemben zaključek je, da bo pridelava vin z 
nizko vsebnostjo alkohola na industrijski ravni, zahtevala izboljšano razumevanje 
metabolizma omenjenih nekonvencionalnih kvasovk (Ciani in sod., 2016). 
 
2.5.2 Ne-Saccharomyces kvasovke v fermentaciji sadnih vinih 
Vino, pridelano iz različnih vrst sadja, postaja vse bolj popularno v številnih subtropskih 
državah. Značilen primer je pridelava vina iz ananasa (Ananas comosus L. Merr) v Angoli 
(Gschaedler, 2017). Dellacassa in sod. (2017) so namreč v svoji raziskavi proučevali 
proizvodnjo anasovega vina v Angoli, s poudarkom na hlapnih aromatskih komponentah in 
nativni mikrobiti. Prvi poročajo o prisotnosti vsebnosti laktonov, ketonov, terpenov in 
veliko drugih hlapnih fenolov. Iz spontanih fermentacij so identificirali različne ne-
Saccharomyces kvasovke, kot so Hanseniaspora guillermondi, H. uvarum, H. opuntiae, 
Pichia anomala, Meyerozyma guillermondi in Wickerhamomyces anomalus. Kasneje so z 
inokulacijo posamičnih starterskih kultur dokazali prispevek nekonvencinalnih kvasovk k 
aromatskemu profilu vina, ter izbrali tri vrste kvasovk (Hanseniaspora opuntiae, H. 
uvarum in Meyerozyma guilliermondii), ki imajo (senzorični) potencial za fermentacijo 
vina iz ananasa s povečano raznolikostjo okusa. 
Drugo zanimivo vino, v fermentaciji katere sodelujejo ne-Saccharomyces kvasovke, je 
vino durian, ki ga pridelujejo iz znanega tropskega sadeža durian (Durio zibethinus 
Murray). Sadež durian ima poseben aromatski profil, identificirali so veliko hlapnih snovi, 
med katerimi so estri, ki dajejo sadne note in žveplo vsebujoče snovi, ki prispevajo k vonju 
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po čebuli (Voon in sod., 2007a). Ponavadi se uživa kot surov sadež takoj po obiranju 
zaradi omejenega roka trajnosti pri sobni temperaturi (Voon in sod., 2006). Fermentacija 
pulpe duriana za proizvodnjo alkoholne pijače predstavlja alternativni način za dodano 
vrednost tega sadeža, poleg konvencionalnih metod, kot je sušenje (Lu in sod., 2015). 
Seveda fermentacijo opravi S. cerevisiae, vendar takemu vinu manjka kompleksnost okusa. 
Zato zadnje raziskave vključujejo uporabo ne-Saccharomyces kvasovk kot posamične ali 
združene starterske kulture za fermentacijo duiran pulpe, omenjajo naslednje vrste: 
Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveri in Kluyveromyces 
thermotolerans. Rezultati kažejo, da se pri fermentaciji z različnimi ne-Saccharomyces 
kvasovkami lahko tvori kompleksnejša aroma, ter da je tipičen vonj duriana še vedno 
prisoten. Zgoraj naštete kvasovke tvorijo velike količine višjih alkoholov, etilnih estrov in 
acetatnih estrov, kot sta etil acetat in izoamil acetat. Večina naravno prisotnih žveplo 
vsebujočih hlapnih komponent duriana (posebej disulfidi) se po fermentaciji zmanjša, 
vendar nastanejo tekom fermentacije nove žveplove spojine, kot so tioestri (Lu in sod., 
2015; Lu in sod., 2016). T. delbrueckii so uporabili kot posamično ali kot združeno kulturo 
z O. oeni v fermentaciji durian pulpe. T. delbrueckii lahko tvori primerljive količine 
etanola kot S. cerevisiae v durian vinih, z neprevretim sladkorjem manj kot 2 g/L (Lu in 
sod., 2016; Lu in sod., 2017). V več raziskavah navajajo, da T. delbrueckii med 
fermentacijo durian pulpe tvori tudi majhne količine acetaldehida in večje količine višjih 
alkoholov, estrov, terpenola in vanilina kot S. cerevisiae (Bely in sod., 2008; Hernandez-
Orte in sod., 2008; Lui in sod., 2016).  
 
2.5.3 Ne-Saccharomyces kvasovke v pivovarstvu 
Že desetletja piva klasificiramo v dve skupini oz. tipa – pivo zgornjega vrenja ali ale in 
pivo spodnjega vrenja ali ležak, glede na kvasovke, ki so uporabljene v fermentacijah, kot 
tudi glede na same fermentacijske pogoje. Za vsak tip piva se uporabljajo različne vrste 
kvasovk in sicer, S. cerevisiae za ale in S. pastorianus za piva ležak. Dandanes z razvojem 
in uspehom kraft piv, pivovarji vsebolj iščejo alternativne fermentacije, kar je privedlo k 
uporabi nekonvencionalnih kvasovk, ki bi vplivale na aromo in okus, ter razvili nove 
izdelke. Zanimiva je uporaba Dekkera/Brettanomyces za proizvodnjo kislih pivi, ki se vse 
bolj razširja. Lambic piva so proizvedena pod izredno kompleksnimi pogoji spontane 
fermentacije, kjer ima ključno vlogo Dekkera/Brettanomyces. Dandanes za fermentacijo 
sladice kraft piv uporabljajo različne ne-Saccharomyces posamične starterske kulture, med 
katerimi so vrste Torulaspora delbrueckii, Candida shehatae, Candida tropicalis, 
Saccharomyces ludwigii, Zygosaccharomyces rouxii, Pichia kluyveri, Cyberlindnera 
saturnus, Hanseniaspora uvarum, Wickerhamomyces subpelliculosus in Wickerhamomyces 
anomalus. Glavne prednosti teh kvasovk so spreminjanje arome z naravnimi 
komponentami in proizvodnja piv z nizko vsebnostjo alkohola (Basso in sod., 2016; 
Spitaels in sod., 2014; Michel in sod., 2016). 
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2.5.4 Ne-Saccharomyces kvasovke v proizvodnji destilatov 
Tako kot pri drugih fermentiranih pijačah, igrajo kvasovke ključno vlogo za pridobivanje 
končnega senzoričnega profila žganih pijač. Kljub pomembnosti fermentacije, so nedavne 
raziskave o vlogi ne-Saccharomyces kvasovk v tem procesu maloštevilne. Večina raziskav 
je narejenih na treh destilatih, in sicer: tekila, mezcal in cachaςa. Tekila in mezcal sta 
tipična mehiška destilata, narejena iz fermentacije soka različnih vrst agav (predhodno 
prekuhanih). Pri proizvodnji tekile se uporablja samo ena vrsta agave, Agave tequilana 
Weber var. azul, ki je izključno kultivirana vrsta agave. Glede na razvoj fermentacije je 
industrijska proizvodnja razdeljena v dve skupini, ena še vedno temelji na spontani 
fermentaciji (velika večina majhnih destilarn) druga pa vključuje velika industrijska 
podjetja, ki uporabljajo selekcionirane kvasovke (S. cerevisiae) (Gschaedler, 2017). 
Spontano fermentacijo in kinetiko mikroorganizmov obravnavajo v samo eni raziskavi 
(Lachance, 1995). Na začetku fermentacije (do drugega dneva) se pojavljajo različne vrste 
kvasovk: Candida intermedia, Candida krusei, Candida milleri, Brettanomyces anomalus, 
Brettanomyces bruxellensis, Kluyveromyces marxianus, Pichia membranifaciens, 
Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora spp., Saccharomyces cerevisisae, Pichia 
anomala, Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces 
rouxii. Med fermentacijo se število ne-Saccharomyces kvasovk znižuje, medtem ko 
kvasovke vrste S. cerevisiae dominirajo na koncu fermentacije. V končni fazi fermentacije 
(po več kot petih dneh fermentacije) so poleg S. cerevisiae identificirali še štiri druge vrste 
kvasovk: Pichia membranaefaciens, Zygosaccharomyces bailii, Candida milleri in 
Brettanomyces bruxellensis. Zadnje raziskave obravnavajo uporabo ne-Saccharomyces 
kvasovke kot posamične oziroma združene starterske kulture s Saccharomyces 
kvasovkami. Diaz-Montano in sod. (2008) navajajo, da so kvasovke rodu Hanseniaspora 
dodane kot posamične kulture proizvedle velike količine estrov, vendar pa niso uspele 
prevladati v alkoholni fermentaciji. González-Robles in sod. (2015) obravnavajo 
možnostjo uporabe združene kulture Saccharomyces/Hanseniaspora z zanimivim 
zaključkom predvsem o prispevku ne-Saccharomyces kvasovk k aromatičnemu profilu. 
Druga študija obravnava kombinacijo kvasovk Kluyveromyces marxianus in Pichia 
kluyveri, ki sta v raziskavi na laboratorijski ravni pokazala potencial za vodenje alkoholne 
fermentacije skoraj enako kot S. cerevisiae, le da sta naredila zanimiv specifičen okus 
tekile z visoko vsebnost estrov (Segura-Garcia in sod., 2015). Omenjena dva seva sta bila 
celo testirana na industrijski ravni z obetavnimi rezultati (Amaya-Delgado in sod., 2013). 
Velik izziv za omenjene ne-Saccharomyces kvasovke je najti optimalne liofilizacijske ali 
dehidracijske pogoje za pridobivanje aktivne suhe kvasovke. S klasičnimi tehnološkimi 
postopki, ki se uporabljajo za pripravo starterske kulture S. cerevisiae, namreč ni možno 
narediti kulturo ne-Saccharomyces z visoko stopnjo preživetja (Gschaedler, 2017). 
Generalna shema proizvodnje mezcala je ista kot pri tekili le z eno veliko razliko; agava se 
uporablja kot nepredelana surovina (Gschaedler, 2017). Nuñez-Guerrero in sod. (2016) so 
v svoji raziskavi testirali uporabo avtohtonih sevov T. delbrueckii in K. marxianus kot 
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posamična oziroma združena starterska kultura (z avtohtonim sevom S. cerevisiae) v 
fermentaciji mezcala. Njihovi rezultati nakazujejo, da imajo ne-Saccharomyces kvasovke 
pozitiven vpliv na končni senzorični profil destilata. 
 
2.6 PRIHODNOST NEKONVENCIONALNIH KVASOVK 
Nekonvencionale kvasovke so slabo raziskane glede njihovo potencialno industrijsko 
aplikacijo (Fell, 2011). Metabolne poti, v katerih nastajajo aromatske komponente, ki 
prispevajo k celotni aromi fermentiranega izdelka, kot je Ehrlichova metabolna pot za 
tvorbo višjih alkoholov, ali encimi, ki so odgovorni za tvorbo estrov, so bili raziskani samo 
s Saccharomyces kvasovkami (Carrau in sod., 2005; Gamero in sod., 2015). Sposobnost 
kvasovk drugih rodov/vrst, da tvorijo zgoraj omenjene aromatske komponente, še ni bila 
sistematsko raziskana, in to predstavlja neizkoriščen potencial za izboljšanje obstoječih 
fermentiranih izdelkov ali razvoj novih izdelkov (Gamero in sod., 2016). 
Dve študiji indicirata, da Ehrilchova metabolna pot, ali specifični encimi odgovorni za 
sintezo estrov (homologa Atf1p, Atf2p vrste S. cerevisiae), so prisotni tudi pri 
nekonvencionalnih kvasovk (Gamero in sod., 2016; Hazelwood in sod., 2008). Hazelwood 
in sod. (2008) predlagajo, da je podobnost s Saccharomyces kvasovkami, da so encimi 
Ehrilchove poti (primer: homolog Aro10p) nespecifični, kar privede do tvorbe širokega 
spektra višjih alkoholov, četudi je zagotovljena samo ena aminokislina kot edini vir dušika. 
Različni deleži višjih alkoholov, ki jih tvorijo nekonvencionalne kvasovke v primerjavi s 
Saccharomyces kvasovkami, inducirajo mehanizme, vključene v regulacijo izražanja 
encimov Ehrichove poti, ki so drugačni pri nekonvencionalnih kvasovkah. Ne-
konvencionale kvasovke so lahko zanimive kandidatke ne samo za uporabo v živilskih 
izdelkih, ampak tudi kot modeli za temeljne raziskave o zaznavanju dušika in regulaciji 
metabolizma dušika v evkariontih (Gamero in sod., 2016). 
 
2.6.1 Uporabnost nekonvecionalne kvasovke Kregervanrija fluxuum  
Primer uporabe nekonvencionalne kvasovke v tradicionalnih fermentacijah hrane je 
fermentacija nigerijskega pudinga Ogi, pri katerem je za razvoj arome odločilna kvasovka 
Kregervanrija fluxuum. Ogi je fermentiran žitni puding, narejen iz koruze, sirka (rod trav 
Sorghum) ali prosa (Gamero in sod., 2016; Boeckhout in Robert, 2003). Nago in sod. 
(1998) navajajo, da fermentacijo beninškega tradicionalnega ogi-ja vrši širok spekter 
mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus, in različnih vrst kvasovk, med katerimi 
prevladujeta vrsti Vanrija humicola in Pichia kudriavzevii. Razliko v sestavi mikrobiote 
med nigerijskim in beninškim ogi-jem pripisujejo različni metodologiji priprave. 
Gamero in sod. (2016) so v raziskavo vključili 143 vrst ne-Saccharomyces kvasovk, ki so 
jih primerjali s Saccharomyces cerevisiae glede na tvorbo aromatskih spojin med 
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fermentacijo hrane. V študiji je bila obravnavana tudi Kregervanrija fluxuum CBS 243, ki 
so jo izolirali iz sadja. Sama se je uvrstila med zgornjih 10 % kvasovk glede na tvorbo 
aromatskih spojin, in sicer na 12. mesto. V primerjavi z referenčnim sevom S. cerevisiae 
T73, je K. fluxuum CBS 243 tvorila statistično značilno večje količine izoamil in izobutil 
alkohola ter etil kaproata (test ANOVA, p< 0,05). Poleg rodu Saccharomyces, so vrste 
Galactomyces geotrichum, Saccharomycopsis vini, Rhodosporidium kratochvilovae, ter 
tudi Kregervanrija fluxuum tvorile značilno večje količine dveh drugih estrov, in sicer etil 
butirata in etil izovalerata. Vseh pet omenjenih estrov je opisanih v fermentiranih izdelkih 
kot prijetno sadni, po ananasu in/ali po jabolkih, hruškah. 
Domizio in sod. (2011) so analizirali 55 ne-Saccharomyces kvasovk, ki pripadajo 16 
različnim vrstam rodov Hanseniaspora, Pichia, Saccharomycodes in Zygosaccharomyces 
glede na različne parametre, kot so odpornost na SO2, tvorba H2S, in esterazna, 
glukozidazna, proteazna in »killer« aktivnost. Te kvasovke so pokazale biotsko 
raznovrstnost tako med rodovi kot znotraj samega roda za analizirane parametre. V 
raziskavi je vključenih šest vrst kvasovk nekdanjega rodu Pichia, in sicer P. anomala, P. 
fermentans, P. guilliermondii, P. kluyveri, P. membranifaciens ter K. fluxuum (slednja z 
dvema sevoma - Pi11 in Pi13). Velika variabilnost (50 %) je bila opažena znotraj vrst 
kvasovk rodu Pichia, ki so pokazale visoko odpornost na SO2 (stopnja 3-4), tako kot 
kontrolni sevi S. cerevisiae. Oba seva K. fluxuum nista imela β-glukozidazne aktivnosti, 
slednjo so dokazali pri samo devetih sevih vrst rodu Hanseniaspora ter P. 
membranifaciens Pi15. Na splošno so kvasovke rodov Pichia in Zygosaccharomyces 
tvorile veliko H2S, med njimi tudi oba seva K. fluxuum (stopnja 5-4). Seva K. fluxuum Pi11 
in Pi13 sta pokazala nizko esterazno aktivnostjo (stopnja 2-1), medtem ko proteazne 
aktivnosti nista imela. Ocenjeni so bili tudi določeni enološki parametri. Kot pričakovano 
sta seva K. fluxuum Pi11 in Pi13 tvorila zelo malo etanola (0,87±0,10 oz. 0,10±0,00 %, 
v/v), vendar pa veliko hlapnih kislin. Etil acetat in acetaldehid, ki sta velikokrat povezana z 
neprijetnim priokusom, sta bila prisotna v veliki koncentraciji v vinu. Kvasovke rodu 
Pichia so pokazale najmanjšo tvorbo acetaldehida, in sicer K. fluxuum Pi11 in Pi13 3,85 
oz. 2,09 mg/L. Velika variabilnost je bila v tvorbi etil acetata med kvasovkami rodu 
Pichia. Ne-Saccharomyces kvasovkah so tvorile večje koncentracije polisaharidov v 
primerjavi s S. cerevisiae, in ravno kvasovke rodu Pichia (Kregervanrija) in 
Saccharomycodes so pokazale največjo sposobnost tvorbe polisaharidov, ki izboljšajo 
polnost in aromatičnost vin (Domizio in sod., 2011). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Laboratorijsko delo v okviru magistrskega dela je obsegalo uporabo laboratorijskega 
materiala in opremo, mikrobiološka gojišča, kemikalije, reagente in pufre, ter na -80 °C 
shranjene mikrobiološke kulture in sterilni jabolčni sok. 
 
3.1.1 Laboratorijski potrošni material in oprema 
 anaerobni lonci (Oxoid) 
 avtoklav (Sutjeska) 
 avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson) 
 centrifuge (5415 C Eppendorf, Sigma 2-15, Mini Spin plus, Centric 322A) 
 digestorij 
 digitalne avtomatske pipete (Eppendorf) 
 dokumentacijski sistem za elektroforezne gele (BioRad) 
 elektroforezne kadičke (BioRad) 
 filtri (premer por – 0,45 μL) (Sartorius) 
 generator za elektroforezo (BioRad) 
 hladilniki in zamrzovalne skrinje (Gorenje) 
 inkubator (Kambič) 
 kovinske žlice, pincete 
 laboratorijska steklovina: erlenmajerice, čaše, epruvete, steklenice z zamaškom na 
navoj, merilni valji, nuča za filtracijo 
 laboratorijske rokavice iz lateksa in nitrila (Kimtech) 
 laminarij (SMBC 122AV) 
 magnetno mešalo (IKA) 
 mikrocentrifugirke različnih volumnov (Eppendorf) 
 mikrotitrske plošče (Thermo Scientific, Life science products) 
 mikrovalovna pečica (Sanyo) 
 multikanalna pipeta (Eppendorf) 
 naprava za PCR (BioRad – iCycler, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400) 
 nastavki za pipete različnih volumnov (Eppendorf, Gilson) 
 nosilec za agarozni gel in glavnički 
 parafilm (Bemis) 
 plastične cepilne (Golias) 
 plastične falkonke (50 mL, 15 mL) 
 plastične petrijevke (Golias) 
 plastične posode 
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 plastične vrečke 
 računalnik 
 steklena objektna in krovna stekelca za mikroskopiranje 
 stojala za mikrocentrifugirke 
 stresalnik (INFORS HT) 
 svetlobni mikroskop (Leica) 
 tehtnice (Exacta, Mono BIOC) 
 termoblok (Eppendorf) 
 vodna kopel (Julabo, Kambič) 
 vrtinčnik (IKA, Yellowline TTS 2) 
 spektrofotometer Lambda Bio+ 
 naprava za filtriranje 
 predfilter 
 
3.1.2 Sevi kvasovk in bakterij iz jabolčnega vina 
V okviru magistrskega dela smo z namenom ohranitve genetskega potenciala za sestavo 
združene starterske kulture jabolčnega vina identiteto različnih sevov iz enajstih spontanih 
fermentacij preverili s sekvenciranjem ribosomalnih regij. V okviru eksperimentalnega 
dela svoje magistrske naloge je Neža Mandl seve, ki jih je izolirala iz različnih kmetij 
Koroške regije leta 2015 shranila v mikrotitski plošči pri -80 °C (Mandl, 2017). Seznam 
sevov je naveden v Prilogi A. Preglednica 1 prikazuje izolate kvasovk in bakterij, ki smo 
jih uporabili kot posamične in/ali združene starterske kulture za mikro-fermentacije 
jabolčnega soka. 
Preglednica 1: Izolati kvasovk in bakterij s pripradajočo ZIM številko in lokacijo kmetije, ki smo jih 
uporabili kot starterske kulture za mikro-fermentacije  
Vrsta Izolat Kmetija Vir ZIM št. 
Kregervanrija fluxuum 3/A9 Naddvor jabolčno vino 3551 
Saccharomyces uvarum 6/10 Osojnik jabolčno vino 3613 
Dekkera bruxellensis 6/F8 Marin-Miler jabolčno vino 3543 
Oenococcus oeni 1/B10 Pustnik jabolčno vino 1031 
 
3.1.3 Mikrobiološka gojišča 
V prvem delu magistrske naloge smo za preverjanje identitete in kasnejše shranjevanje 
mikroorganizmov v Zbirko industrijskih mikroorganizmov (ZIM), kvasovke gojili na 
gojišču YPD s kloramfenikolom, bakterije na gojiščih PC, RAE in MRS s paradižnikovo 
mezgo. V drugem delu naloge, za sledenje mikroorganizmov med fermentacijo, smo le-te 
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nacepljali na gojišči WL in MRS s paradižnikovo mezgo. Pektolitično aktivnost kvasovk 
smo ugotavljali na trdnem gojišču s pektinom. 
 Trdno gojišče YPD (ang. Yeast Peptone Dextrose Agar) s kloramfenikolom 
Za pripravo 1 L gojišča smo zatehtali 50 g gojišča YPD in 20 g bakteriološkega agarja v 
prazno litrsko steklenico. Potem smo dodali 1 L destilirane vode ter premešali na 
magnetnem mešalu. Mešanico smo sterilizirali 15 min, pri temperaturi 121 °C. Ohlajeni 
mešanici na 40 °C dodamo kloramfenikol raztopljen v etanolu s končno vsebnostjo 1 g/L 
ter gojišče aseptično razlijemo v petrijevke. 
 
 Tekoče gojišče YPD 
Tekoče gojišče YPD pripravimo na isti način kot trdno YPD gojišče, le da v osnovi ne 
dodamo bakteriološkega agarja. 
 
 Trdno gojišče PC (ang. Plate Count Agar) 
Za pripravo 1 L gojišča smo zatehtali 22,5 g PC agarja v prazno litrsko steklenico. Potem 
smo dodali 1 L destilirane vode ter premešali na magnetnem mešalu. Mešanico smo 
sterilizirali 15 min, pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Ohlajeno mešanico na 40 °C 
aseptično razlijemo v petrijevke. 
 
 Trdno MRS gojišče s paradižnikovo mezgo in cikloheksimidom 
Za pripravo 1 L gojišča smo zatehtali 20,2 g MRS agar v prazno litrsko steklenico. Potem 
smo dodali 0,8 L destilirane vode ter premešali na magnetnem mešalu. Mešanico smo 
sterilizirali 15 min, pri temperaturi 121 °C. Ohlajeni mešanici na 60 °C aseptično dodamo 
200 mL paradižnikove mezge in cikloheksimid s končno koncentracijo 1 g/L ter razlijemo 
v petrijevke. 
 
 Tekoče gojišče MRS s paradižnikovo mezgo in cikloheksimidom 
Tekoče gojišče MRS s paradižnikovo mezgo smo pripravili na isti način kot trdno gojišče 
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 Trdno gojišče RAE 
Za pripravo 1 L gojišča smo zatehtali 40 g glukoze, 10 g peptona, 10 g kvasnega ekstrakta, 
1,37 g citronske kisline, 3,38 g Na2HPO4x2H2O, 10 g agarja. Potem smo dodali 1 L 
destilirane vode ter premešali na magnetnem mešalu. Mešanico smo sterilizirali 15 min, pri 
temperaturi 121 °C. Ohlajeni mešanici na 40 °C smo aseptično dodali 1 vol % ocetne 
kisline in 1 vol % etanol ter razlili v petrijevke. 
 
 Agar WL – (ang. Wallerstein Laboratories Nutrient Agar) 
Za pripravo 1 L gojišča smo zatehtali 80,25 g WL Nutrient Agar v prazno litrsko 
steklenico. Potem smo dodali 1 L destilirane vode ter premešali na magnetnem mešalu. 
Mešanico smo sterilizirali 15 min, pri temperaturi 121 °C. Ohlajeno mešanico na 40 °C 
smo aseptično razlili v petrijevke. 
 
 Gojišče za ugotavljanje pektolitične aktivnosti 
Za pripravo 100 mL gojišča smo zastehtali 1 g pektina iz citrusov, 0,67 g kvasnega 
ekstrakta in 2 g agarja v prazno 0,2 L steklenico. Potem smo dodali 100 mL dH2O vode ter 
premešali na magnetnem mešalu. Mešanico smo sterilizirali 15 min, pri temperaturi 121 
°C. Ohlajeno mešanico na 40 °C smo aseptično razlili v petrijevke. 
 
3.1.4 Pufri in raztopine 
 Pufer TAE 
Za pripravo 50x TAE pufra smo zatehtali 42 g Tris baze, 37,2 g Na2EDTA x 2H2O in 57,1 
mL ocetne kisline ter dopolnili z destilirano vodo do oznake (1 L). Vsebino smo raztopili 
na magnetnem mešalu in avtoklavirali 15 min, pri določenih pogojih (1,1 bar, 110 °C). 
Tako pripravljen pufer smo hranili pri 4 °C. 
 
 Fiziološka raztopina 
Za pripravo fiziološke raztopine smo zatehtali 80 g NaCl, 2 g KCl, 7,4 g Na2HPO4 x H2O 
in 2,4 g KH2PO4 ter dopolnili z destilirano vodo do oznake (1 L). Vsebino smo raztopili na 
magnetnem mešalu, pH umerili na 7,4 in avtoklavirali 15 min, pri določenih pogojih (1,1 
bar, 110 °C). Tako pripravljeno fiziološko raztopino smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
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 Raztopina 20 % glicerola za shranjevanje sevov  
V 500 mL valj smo zatehtali 4,5 g NaCl in dodali malo destilirane vode ter premešali na 
magnetnem mešalu. Nato smo dodali 100 g na 40 °C segret 100 % glicerol in kapljico 
Tweena 80, ter smo dolili destilirano vodo do oznake 500 mL. Vsebino smo raztopili na 
magnetnem mešalom. Po avtoklaviranju (1,1 bar, 110 °C, 15 min) smo raztopino ohladili 
na 60 °C in jo razdelili v krio viale po 1,5 mL. 
 
 1 % raztopina CTAB  
1 % raztopino CTAB smo pripravili tako, da smo v prazno stekleničko zatehtali 1 g 
heksadecil-trimetil amonijev bromid in dolili 100 mL dH2O.  
 
3.1.5 Kemikalije 




 Na2HPO4 x H2O 
 KH2PO4 
 Tween 80 
 Glicerol 
 KCl 
 Na2EDTA x 2H2O 
 Tris baza 
 Glukoza 
 Citronska kislina 
 Ocetna kislina 




 Heksadecil-trimetil amonijev bromid 
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3.1.6 Komercialni kompleti 
 MasterPure Yeast DNA Purification Kit (Epicentre) 
 PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagent (Thermo Fisher Scientific) 
 Taq 2x Master mix (Sigma Aldrich, BioLabs) 
 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo (Thermo Scientific) 




Raziskovalno delo je bilo razdeljeno na mikrobiološki del in na spremljanje fermentacije 
jabolčnega soka z dodatkom avtohtonih sevov. Prvi (mikrobiološki) del je bil namenjen 
ohranjanju genetskega potenciala mikrobne združbe jabolčnega soka, medtem ko je bil 
namen drugega dela spremljanje kinetike fermentacije sterilnega jabolčnega soka, 
fizikalno-kemijske analize vzorcev jabolčnega vina in njihovo senzoriko. Shema (Slika 1) 
prikazuje celoten potek raziskovalnega procesa. 
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3.2.1 Mikrobiološke metode 
3.2.1.1 Revitalizacija kulture in nacepljanje do posameznih kolonij 
Kulturo shranjeno v mikrotitskih ploščah pri -80 °C smo najprej odtalili na sobni 
temperaturi (30-60 minut). Potem smo izbrane izolate nacepili na ustrezna gojišča, tako da 
smo odpipetirali 100 μL kulture in razmazali s plastično zanko do posameznih kolonij. 
Kvasovke smo nacepili na trdno gojišče YPD s kloramfenikolom, da bi prerečili rast 
bakterij. Ocetnokislinske bakterije smo nacepili na gojišče RAE, mlečnokislinske na 
gojišče MRS s paradižnikovo mezgo, ostale bakterije pa na gojišče PC. Gojišča YPD, RAE 
in PC smo inkubirali aerobno, na temperaturi 28 °C, 2 do 3 dni. Gojišče MRS s 
paradižnikovo mezgo pa smo zaprli v anaeroben lonec, v katerega smo dodali generator 
anaerobnh razmer ter jih postavili v inkubator na temperaturo 28 °C, 4 do 5 dni. 
 
3.2.1.2 Izolacija DNK 
DNK smo izolirali iz čiste kulture, nacepljene iz posameznih kolonij na trdnem gojišču. 
 
 Izolacija DNK kvasovk 
Za izolacijo kvasne DNK smo upoštevali navodila po protokolu MasterPureTM Yeast DNA 
Purification Kit, proizvajalca Epicentre. V sterilno epico smo aseptično odpipetirali 150 μL 
mešanice za lizo kvasnih celic in 0,5 μL RNaze A (5 μg/μL) ter prenesli kvasno biomaso. 
Tako pripravljeno mešanico smo resuspendirali na vrtinčniku in inkubirali v vodni kopeli 
pri 65 °C za 15 minut. Po inkubaciji smo mešanico za 5 min položili na led, z namenom 
ustaviti delovanje Rnaze A in litičnih encimov. Ohlajeni mešanici smo dodali 75 μL 
reagenta za precipitacijo proteinov MPC, premešali na vrtinčniku za 10 sekund, s čimer 
smo oborili prisotne proteine. Ostanke celic pa smo centrifugirali 10 min pri 10 000 
obratov/min. Supernatant smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 250 μL 
izopropanola ter premešali z obračanjem. S centrifugiranjem pri 10 000 obratov/min za 10 
minut smo dosegli, da se je DNK ločila od supernatanta. S pipeto smo supernatant 
previdno odstranili in zavrgli. Pelet smo sprali z 0,3 mL 70 % etanola, ki smo ga tudi 
pazljivo odstranili s pipeto. Zopet smo centrifugirali pri 10 000 obratov/min za 1 minuto 
ter supernatant (etanol) odstranili. Na koncu smo DNK resuspendirali v 17 μL pufra TE. 
 
 Izolacija DNK bakterij 
Za izolacijo bakterijske DNK smo upoštevali navodila po protokolu PrepMan Ultra 
Sample Preparation Reagent®, proizvajalca Thermo Fisher Scientific. V sterilno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 μL reagenta PrepMan ter aseptično prenesli 1 μL 
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biomase (s konico eze), potem smo mešali 10 do 30 sekund na vrtinčniku, da se je biomasa 
resuspendira. Celice smo lizirali s segrevanjem v termobloku pri 100 °C 10 minut. Zatem 
smo vzorec centrifugirali 3 min pri 16 000 g. Na koncu smo supernatant (50 μL) prenesli v 
novo epico in ga uporabili za reakcijo PCR. 
 
3.2.1.3 Pomnoževanje odsekov DNK s PCR 
Ribosomsko DNK kvasovk oz. bakterij smo naprej pomnožili z metodo PCR, tako da smo 
izbrali ustrezne začetne oligonukleotide in protokol za pomnoževanje. Začetne 
oligonukleotide in vodo za PCR smo pred pričetkom dela odtalili in zvrtinčili, polimerazo 
Taq smo hranili na ledu. Po protokolu za PCR smo izračunali volumne reagentov ter jih 
zmešali v PCR mešanico, zvrtinčili in dodali predhodno odpipetirani DNK v mikrotitrsko 
ploščico. Tako pripravljeno ploščico smo prenesli v PCR napravo in izbrali primeren 
protokol za pomnožitev. 
Z začetnima oligonukleotidoma ITS1 in ITS4 smo pomnožili dve variabilni regiji ITS in 
ohranjeno regijo 5.8S rRNA gena. Z začetnima oligonukleotidoma NL-1 in NL-4 smo 
pomnožili hipervariabilno regijo D1/D2, ki kodira zapis za 26S rRNA kvasovk 
(Arbefeville in sod., 2017).  
 
Slika 2: Ribosomalni genski kompleks (Arberfeville in sod., 2017) 
Legenda: SSU – mala podenota, LSU – velika podenota 
 
Preglednica 2: Protokol za pomnoževanje DNK kvasovk in bakterij 
Začetni oligonukleotidi   
ITS1, ITS4, NL-1, NL-4 95 °C, 30 min Začetna denaturacija 
95 °C, 30 s Denaturacija 
55 °C, 30 s Prileganje 
68 °C, 1 min Podaljševanje 
68 °C, 7 min Končno podaljševanje 
 
Odseke bakterijske DNK smo pomnožili s standardnima začetnima oligonukleotidoma 27F 
in 518R, ki pomnožita regijo 16S rRNA. 
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3.2.1.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Z metodo agarozna gelska elektroforeza smo preverjali uspešnost izolacije DNK in 
prisotnost ter velikost pomnožkov PCR. Pripravili smo 1,5 % gel, tako da smo zatehtali 
ustrezno količino agaroze (2,7 g), dodali 180 mL 1x pufra TAE in jo raztopili v 
mikrovalovni pečici. Po ohladitvi na 50 °C smo ji dodali 7,2 μL SYBR Safe barvila ter 
nežno premešali. Potem smo jo razlili v že pripravljen nosilec z glavničkom in počakali, da 
se agarozni gel strdi. Po odstranitvni glavnička smo strjen agarozni gel postavili v 
elektroforezno banjico, napolnjeno z 1x pufrom TAE. V prvo luknjico smo nanesli 4 μL 
lestvico DNA, v ostale luknjice pa 5 μL vzorce z dodano 6x DNA loading. Elektroforeza je 
potekala 45 minut pri napetosti 180 V, 400 I. Po končani elektroforezi smo gele 
fotografirali pod UV svetlobo in jih obdelali z računalniškim programom Quanity One 
4.2.3. 
 
3.2.1.5 Encimsko čiščenje pomnožka PCR in priprava vzorcev na sekvenciranje 
PCR pomnožke smo encimsko očistili po protokolu ExoSAP. S tem namenom smo 
pripravili mešanico ExoSAP v mikrocentrifugirki (150 μL termolabilne alkalne fosfataze, 
30 μL pufra, 7,5 μL eksonukleaze I). V ploščico za PCR smo prenesli 3,7 μL pomnožka 
PCR in 1,3 μL mešanice ExoSAP, ter ploščico postavili v PCR napravo in izbrali ustrezen 
protokol (Preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Protokol za encimsko čiščenje pomnožka PCR 
37 °C, 45 min Degradacija nevezanih dNTP in začetnih 
oligonukleotidov 
80 °C, 20 min Inaktivacija encimov 
4 °C, neskončno Ohlajanje mešanice 
 
Po inkubaciji smo v mikrotitrsko ploščico dodali po 5 μL začetnih oligonukleotidov za 
sekvenciranje. Tako pripravljene ploščice smo do pošiljanja na sekvenciranje hranili v 
zmrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.2.1.6 Sekvenciranje 
Sekvenciranje encimsko očiščenih PCR pomnožkov je za nas opravilo komercialno 
podjetje Macrogen (Nizozemska). 
 
Jovanova V. Vloga kvasovke vrste Kregervanrija fluxuum pri fermentaciji jabolčnega vina. 24 
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
3.2.1.7 Določitev vrst s programom BLAST 
S pomočjo orodja BLAST, ki deluje v sklopu programa BioNumerics smo nukleotidna 
zaporedja posameznih izolatov obdelali in jih primerjali z znanimi zaporedji v bazi 
podatkov NCBI GenBank ter tako določili/identificirali vrste kvasovk oz. bakterij. 
 
3.2.1.8 Shranjevanje identificiranih kvasovk in bakterij v zbirki ZIM 
Po potrjeni identiteti izolatov smo jih precepili na ustrezna gojišča, tako da smo imeli čiste 
kulture. Vsakemu izolatu smo dodelili številko ZIM. Pripravili smo raztopino z glicerolom 
(poglavje 3.1.4), ki smo jo razdelili v krio vialah po 1,5 mL. S konico eze smo prenesli 
biomaso v krio viale, v dveh ponovitvah, in jih shranili pri -80 °C.  
 
3.2.2 Fermentacija, fizikalno-kemijske metode in senzorika 
3.2.2.1 Izbira izolatov za fermentacijo, revitalizacija in namnoževanje 
Iz zbirke ZIM smo izbrali izolate za posamično in združeno startersko kulturo. Izbrane 
izolate smo nacepili najprej na trdna gojišča, potem pa inokulirali v tekoče gojišče YPD 
(kvasovke) in tekoče gojišče MRS s paradižnikovo mezgo (MKB). Inkubacija za kvasovke 
je potekala pri 28 °C, 2-3 dni, za MKB v anaerobnih pogojih. Tekoča gojišča smo postavili 
na stresalnik (220 rpm). 
 
3.2.2.2 Priprava substrata za fermentacijo 
Substrat – jabolčni sok smo prefiltrirali skozi predfilter in potem skozi 0,45 μL filter, s 
čimer smo zagotovili mikrobiološko neoporečnost soka. To smo tudi testirali, tako da smo 
100 μL prefiltriranega soka nacepili na gojišče YPD in 1 mL prefiltriranega soka dodali 
tekočemu gojišču YPD. Gojišča smo inkubirali pri 28 °C, 2-3 dni, tekoče gojišče smo tudi 
dali na stresalnik (220 rpm).  
Prefiltriran jabolčni sok smo razdelili v 11 centrifugirk po 45 mL, pri čemer smo eno 
falkonko takoj zmrznili (negativna kontrola). 
 
3.2.2.3 Priprava vcepka 
Priprava vcepka za fermentacijo je zajemala več faz. Po uspešnem namnoževanju kvasovk 
v tekočem gojišču YPD smo žive celice prešteli neposredno pod mikroskopom. Število 
mlečnokislinskih bakterij v tekočem gojišču MRS s paradižnikovo mezgo pa smo določili 
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kot korelacijo med podatki o izmerjeni A pri 600 nm tik pred inokulacijo in podatki o A600 
in CFU/mL, ki smo jih predhodno določili. 
  
3.2.2.4 Določanje koncentracije kvasovk z avtomatskim štetjem celic pod mikroskopom 
Biomaso namnoženo v gojišču YPD smo prelili v centrifugirke po 40 mL in centrifugirali 
pri 3000 g za 5 minut. Supernatant smo zavrgli, ter biomaso sprali z 10 mL FR in 
premešali z obračanjem. Zopet smo centrifugirali pri 3000 g 5 minut, in supernatant 
zavrgli. S tem smo sprali ostanke YPD. Pelet smo resuspendirali v 10 oz. 5 mL FR, 
odvisno od velikosti peleta. V sterilni epici smo zmešali 900 μL metilenskega modrila in 
100 μL predhodno resuspendirane kulture v FR. Mešanico smo premešali z obračanjem in 
nanesli 100 μL na Bürker-Türkovo ploščico na obeh straneh ter pokrili s krovnim 
stekelcem. S svetlobnim mikroskopom smo poslikali žive celice, ki se svetijo na črni 
podlagi. Število celic smo prešteli s programom Image J. Če je bila kultura preveč 
koncentrirana in je nismo mogli prešteti, smo redčili mešanico tako, da smo zmešali 500 
μL metilenskega modrila in 500 μL kulture, ter ponovno mikroskopirali.  
 
3.2.2.5 Spektrofotometrično določanje koncentracije MKB  
Število MKB smo določili z dvema metodama, in sicer spektrofotometrično in s štetjem 
kolonij na trdnem gojišču. Spodaj opisani poskus smo izvedli pred inokulacijo jabolčnega 
soka. 
V dve centrifugirki smo prenesli po 25 mL kulture MKB, namnožene v tekočem gojišču 
MRS s paradižnikovo mezgo in ju centrifugirali pri 5000 g za 5 minut. Supernatant smo 
zavrgli in dodali 25 mL FR. Centrifugiranje smo ponovili pri istih pogojih in supernatant 
zavrgli. Dodali smo po 25 mL FR v vsako centrifugirko in premešali na vrtinčniku.  
Nato smo naredili redčitveno vrsto kulture v mikrotiterski plošči, tako da smo 180 μL FR 
dodali 20 μL mešanice iz vsake centrifugirke, v treh ponovitvah ter premešali s pipeto. 
Postopek smo ponavljali do redčitve 10-12. Redčitve -1, -2, -3, -4 in -5 smo nacepili z (3x) 
vbodi, v dveh ponovitvah, na gojišču MRS s paradižnikovo mezgo. Plošče smo inkubirali 
pri 28 °C, 2-3 dni, pod anaerobnimi pogoiji. 
Iz obeh centrifugirk s FR smo odpipetirali 100 μL in dodali 900 μL FR v sterilne 
mikrocentrifugirketer jih premešali, postopek ponavljali do redčitve 10-3, v dveh 
ponovitvah. Vzorcem smo pomerili absorbanco pri 600 nm. Ozadje je predstavljala FR. Na 
podlagi izrisane umeritvene krivulje (meritve OD glede na določitev CFU/mL) smo lahko 
ocenili vsebnost MKB v vzorcu za inokulacijo v jabolčni sok (Priloga B). 
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3.2.2.6 Nastavitev fermentacije jabolčnega soka 
Motna tekoča gojišča smo prelili v centrifugirke po 40 mL in centrifugirali pri 3000 g 5 
minut. Supernatant smo zavrgli, ter v centrifugirke dodali po 10 mL FR in premešali z 
obračanjem. Zopet smo centrifugirali pri 3000 g 5 minut, in supernatant zavrgli, s tem smo 
sprali ostanke gojišča. Pelet smo resuspendirali v 10 oz. 5 mL FR, odvisno od velikosti 
peleta. Število kvasovk v vzorcu smo določili s štetjem pod mikroskopom, število 
mlečnokislinskih bakterij pa z merjenjem OD600 (na dan inokulacije) v korelaciji s podatki 
o OD600 in CFU/mL, izmerjenimi oz. izračunanimi 2-3 dni pred inokulacijo. 
Izračunani volumen inokuluma smo aseptično dodali sterilnemu jabolčnemu soku v 
centrifugirkah. Delali smo v treh ponovitvah, tako za posamično kot za združeno startersko 
kulturo. Za vsako fermentacijo smo imeli tudi kontrolo, kar je predstavljal sterilen jabolčni 
sok v centrifugirki, ki je bil tretiran kot vzorec inokuliranega jabolčnega soka ter negativno 
kontrolo, kar je predstavljal sterilen jabolčni sok zamrznjen ob začetku fermentacije. Po 
inokulaciji smo v vzorce dodali magnetke, z namenom omogočiti konstantno mešanje med 
fermentacijo in s tem preprečiti usedanje biomase, jih tesno oblepili s parafilmom ter jim 
nastavili vrelne vehe (da lahko nastali CO2 pri fermentaciji izhaja). Vzorce smo odnesli v 
tehnološki prostor, kjer smo jih dali na magnetno mešalo. Fermentacija je potekala 16-17 
dni, pri 15 °C. 
 
3.2.2.7 Spremljanje fermentacije 
Fermentacijo smo spremljali z dvema metodoma, in sicer gravimetrično ter s štetjem 
kolonij na trdnem gojišču. 
 Gravimetrična metoda 
Potek fermentacije smo spremljali z gravimetrično metodo. S tehtanjem na analitski 
tehtnici smo spremljali izgubo mase, na račun spoščenega CO2.  
 
 Vzorčenje in štetje kolonij na trdnem gojišču 
Potek fermentacije smo spremljali tudi tako, da smo vzorčili v določenih točkah 
fermentacije in nacepili na ustrezna gojišča, s tem smo spremljali rasti in razmerje med 
različnimi vrstami kvasovk in bakterijami. Vzorčili smo v točkah 0, 24, 117 in 294 ur. Za 
spremljanje rasti in razmerja med kvasovkami smo uporabli gojišče WL , za bakterije pa 
gojišče MRS s paradižnikovo mezgo. Inkubacija je potekala 2-3 dni, pri 28 °C, aerobno 
(gojišče WL) oz. anaerobno (gojišče MRS). Prešteli smo kolonije in rezultat podali kot 
CFU/mL vzorca. 
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3.2.2.8 Zorenje 
Po končani fermentaciji smo vzorce jabolčnega vina zorili pri pogojih fermentacije (15 °C) 
3 tedne. 
 
3.2.2.9 Fizikalno-kemijske analize 
Fizikalno-kemijske analize vzorcev jabolčnega vina je za nas opravil akreditiran laboratorij 
na Kmetijsko gozdarskem zavodu v Novi Gorici (KGZ NG), s pomočjo aparature 
WineScan Foss. Tako smo dobili kemijske analize jabolčnega vina. Vzorce po končani 
fermentaciji smo scentrifugirali in prelili v centrifugirke po 14 mL ter jih poslali na KGZ 
NG. Dobili smo podatke o vsebnosti alkohola, sladkorja, ekstrakta, skupnih in hlapnih 
kislin, pH, glicerola ter vsebnosti posameznih organskih kislin v vzorcih jabolčnega vina. 
 
3.2.2.10 Senzorična analiza 
Senzorično analizo vzorcev jabolčnih vin je za nas opravil akreditiran laboratorij na KGZ 
NG. Senzorični poskuševalci so ocenjevali videz (bistrost in barvo), vonj, okus in 
harmonijo jabolčnega vina. 
 
3.2.2.11 Pektolitična aktivnost kvasovk 
Pektolitično aktivnost smo ugotavljali za seve kvasovk, ki smo jih uporabili za 
fermentacije. Aseptično smo nacepili seve kvasovk na gojišče, ki vsebuje pektin iz 
citronske kisline ter inkubirali plošče 2-3 dni, v aerobnih pogojih, pri 28 °C. Potem smo 
plošče prelili z 1 % raztopino CTAB in po 20 minutah opazovali, če je prisotna cona 
razbarvanja (kar pomeni razgradnjo prisotnega pektina v gojišču). 
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4 REZULTATI 
4.1 MIKROBIOLOŠKE ANALIZE  
4.1.1 Revitalizacija sevov kvasovk in bakterij  
Mandl (2017) je v svoji magistrski nalogi preučevala mikrobioto v enajstih vzorcev 
jabolčnega vina, ki so bili pridelani na srednje- in višjeležečih kmetijah na Koroškem. 
Vzorčila in shranila je predstavnike kvasovk in bakterij avtohtonih sevov mikrobiote 
fermentiranega izdelka, pridelanega po tradicionalni metodi z uporabo tradicionalne lesene 
opreme. Naše delo je vključevalo uporabo teh kvasovk in bakterij. 
Izolate kvasovk smo revitalizirali na trdnem gojišču YPD s kloramfenikolom, da bi 
preprečili rast bakterij. Izolati so bili shranjeni v mikrotitrski plošči na -80 °C že pred 9 
meseci, kar je privedlo do tega, da so nekateri izolati odmrli, drugi pa so se čezmerno 
razrasli in s tem povzročili zmanjšanje mikrobne pestrosti. Za vsako vrsto kvasovk smo 
revitalizirali vsaj enega predstavnika iz vsake kmetije, iz katere so bile predhodno izolirane 
in shranjene. Nacepljene plošče smo inkubirali 2-3 dni, pri temperaturi 28 °C, v aerobnih 
razmerah. 
Mlečnokislinske bakterije smo revitalizirali na trdnem gojišču MRS s paradižnikovo 
mezgo in cikloheksimidom, in sicer iz vsake vrste MKB po enega predstavnika iz vsake 
kmetije. Ocetnokislinske bakterije smo revitalizirali na gojišču RAE, ostale bakterije pa na 
gojišču PC, iz vsake vrste bakterij smo izolirali po enega predstavnika. Nacepljene plošče z 
MKB smo inkubirali 4-5 dni, pri temperaturi 28 °C, v anaerobnem loncu. Nacepljena 
gojišča RAE in PC smo inkubirali 5-6 dni, pri temperaturi 28 °C, v aerobnih razmerah. 
Bacillus cereus smo revitalizirali na gojiščih PC, MHA ter selektivnem gojišču BCA. 
Revitalizirali smo 110 izolatov različnih vrst kvasovk na YPD gojišču (Slika 3), od katerih 
je zraslo le 90 izolatov. To pomeni, da je 18,18 % kvasovk odmrlo med 9-mesečnim 
shranjevanjem pri -80 °C, uspešnost revitalizacije kultur pa je bila 81,82 %.  
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Slika 3: Število revitaliziranih ter zraslih izolatov kvasovk na gojišču YPD. Delež (%) nad stolpci pomeni 
uspešnost revitalizacije kultur 
 
Revitalizirali smo 30 izolatov različnih vrst bakterij na PC, RAE oziroma MRS gojišču s 
paradižnikovo mezgo, od katerih je zraslo le 23 izolatov (Slika 4). To pomeni, da je 23 % 
bakterij odmrlo med 9-mesečnim shranjevanjem pri -80 °C, uspešnost revitalizacije kultur 
pa je 76,67 %. Bacillus cereus nismo uspeli revitalizitati, saj nismo zabeležili rasti na 
nobenem od treh nacepljenih gojišč (PC, MHA, BCA). 
 
 
Slika 4: Število revitaliziranih ter zraslih izolatov bakterij na PC, RAE oziroma MRS gojišču s paradižnikovo 
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4.1.2 Restrikcijska analiza kvasovk in bakterij 
Uspešno revitalizirane izolate kvasovk smo precepili na gojišče YPD do posameznih 
kolonij. Potem smo izolirali kvasno DNK (poglavje 3.2.1.2). Tako smo uspešno izolirali 
DNK 71 izolatov iz gojišč YPD. 
23 izolatov uspešno revitaliziranih bakterij smo precepili na gojišča PC, RAE oziroma 
MRS s paradižnikovo mezgo do posameznih kolonij. Bakterijsko DNK smo izolirali po 
postopku opisanem v poglavju 3.2.1.2. Tako smo uspešno izolirali DNK iz 7 izolatov iz 
gojišč MRS s paradižnikovo mezgo, 3 izolate iz gojišča RAE ter 10 izolatov iz gojišča PC. 
Iz treh izolatov nismo uspešno izolirali DNK. 
Izolirane odseke DNK kvasovk in bakterij smo pomnožili z metodo PCR (poglavje 3.2.1.3) 
in z metodo gelsko elektroforezo preverjali uspešnost izolacije DNK in prisotnost ter 
velikost pomnožkov PCR (poglavje 3.2.1.4). Na gelu smo pričakovali en specifičen 
pomnožek PCR za določeno vrsto kvasovk ali bakterij. Velikost pomnožka smo določili 
glede na standardno lestvico DNK, pričakovali smo fragmente DNK kvasovk in bakterij, 
velike med 100 in 1000 baznih parov. Težave smo imeli s specifičnostjo pomnožitve 
odsekov rDNA nekaterih sevov, saj smo pri določenih sevih določili več različno dolgih 
pomnožkov ali premajhno vsebnostjo  DNK. Omenjene vzorce nismo poslali na 
sekvenciranje. 
 
Slika 5: Primer ločevanja pomnožkov PCR regije ITS in D1/D2 kvasovk z agarozno gelsko elektroforezo  
Legenda: St. lestvica: standardna lestvica 1 kb (Thermo Scientific) – javno dostopna DNK lestvica, ki 
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4.1.3 Sekvenciranje in določitev vrst s programom BLAST 
Izkazalo se je, da, se je mikrobiotska pestrost med 9-mesečnim shranjevanjem pri -80 °C, 
zmanjšala. Vrste Candida apicola, Candida bombi, Candida suthepensis, 
Zygosaccharomyces microellipsoides in Hanseniaspora uvarum, ki jih je prvotno 
identificirala Neža Mandl v svoji magistrski nalogi (Mandl, 2017), nismo uspeli 
identificirati (po sekvenciranju), kar pomeni, da so odmrle oziroma so jih prerastle druge 
vrste kvasovk. Vrsti Debaryomyces hansenii in Priceomyces carsonii sta se najbolj 
razrastli v primeru mešanih kultur. Po sekvenciranju smo identificirali tri nove vrste 
kvasovk, (ki pred shranjevanjem v mikrotitrski plošči niso bile prisotni/identificirane) in 
sicer Candida patagonica, Saccharomycodes ludwigii in Pichia galeiformis (Slika 6). 
Število izolatov K. fluxuum se je zmanjšalo za 42,1 %. Iz 19 predhodno identificiranih 
izolatov K. fluxuum, je po 9-mesečnem hranjenju pri -80 °C in ponovnem identificiranju, 
preživelo le še 9 izolatov K. fluxuum. Preostalih 10 izolatov je bilo identificiranih kot 
Debariomyces hansenii, Priceomyces hansenii, Pichia membranifaciens in Dekkera 
bruxellensis. 
 
Slika 6: Identificirane vrste kvasovk, izolirane iz jabolčnega vina različnih kmetij Koroške regije 
 
Mikrobitosko pestrost bakterij, ki sodelujejo pri fermentaciji jabolčnega vina smo uspeli 
ohraniti. Po obdelavi rezultatov sekvenciranja smo identficirali 16 vrst bakterij, od katerih 
so bile tri vrste MKB ter tri vrste OKB (Priloga A). Glede na prvotno sestavo bakterijske 
mikrobiote (Mandl, 2017), nismo uspeli revitalizirati le sevov dveh vrst bakterij, in sicer 
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Gluconacetobacter europaeus. Bacillus cereus, ki je bil identificiran pred shranjevanjem, 
ponovno nismo uspeli revitalizirati (Slika 7). 
 
 
Slika 7: Identificirane vrste bakterij, izolirane iz jabolčnega vina različnih kmetij Koroške regije 
 
4.1.4 Shranjevanje identificiranih sevov v Zbirko industrijskih mikroorganizmov 
(ZIM) 
Identificirane seve smo precepili na trdnem gojišču YPD, RAE, PC oziroma MRS s 
paradižnikovo mezgo in inkubirali pri ustreznih pogojih. Potem smo aseptično prenesli 
vsakega izolata v raztopino z glicerolom, v dveh paralelkah (bela in modra krio viala), pod 
točno določeno ZIM številko. Obe paralelki oziroma krio viali smo shranili v dveh ločenih 
skrinjah pri -80 °C. Tako smo shranili 71 sevov kvasovk in 18 sevov bakterij v zbirki ZIM 
(Priloga A). 
Dveh bakterijskih izolatov, 1/H1 Halotalea alkalilenta in 1/A6 Gluconacetobacter 
europaeus nismo uspeli shraniti v zbirki ZIM, ker jih nismo zmogli revitalizirati, čeprav 
smo jih gojili na stresalniku v tekočem gojišču TSB pri 28 °C. 
 
4.2 MIKROFERMENTACIJE JABOLČNEGA SOKA Z AVTOHTONIMI 
KULTURAMI IZ KOROŠKE REGIJE 
Tekom raziskovalnega dela smo naredili tri mikrofermentacije sterilnega jabolčnega soka. 
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prisotni v večini jabolčnih vin, vzorčenih leta 2015 na Koroškem v visokem deležu in s 
tem smo sklepali na njihovo pomembno vlogo za tvorbo arome in okusa specifičnega 
regionalnega fermentiranega proizvoda (Preglednica 1). V prvem sklopu fermentacij smo 
uporabili: posamični starterski kulturi K. fluxuum in S. uvarum, ter združeno startersko 
kulturo K. fluxuum in S. uvarum, v razmerju 1:1. Vse fermentacije smo izvedli v treh 
paralelkah, kot negativno kontrolo smo imeli neinokuliran sterilen jabolčni sok. Imeli smo 
dve neodvisni ponovitvi eksperimenta oziroma biološki ponovitvi. 
V drugem sklopu fermentacij smo uporabili združene starterske kulture, vse v razmerju 
1:1:1:1: 
 S. uvarum, K  fluxuum, D. bruxellensis in O. oeni, 
 S. uvarum, K  fluxuum in O. oeni, 
 S. uvarum, D. bruxellensis in O. oeni. 
Vse fermentacije smo izvedli v treh paralelkah, kot negativno kontrolo smo uporabili 
neinokuliran sterilen jabolčni sok. 
 
Slika 8: Vizualni prikaz fermentacij jabolčnih vin po 24 ur alkoholne fermentacije 
 
Slika 9 prikazuje kombinacije kvasovk in bakterij uporabljenih za startersko kulturo v 
mikrofermentacijah jabolčnega soka. V prvem sklopu fermentacij smo hoteli raziskati 
vlogo kvasovke K. fluxuum pri fermentaciji jabolčnega vina kot posamično startersko 
kulturo ter primerjati jabolčno vino fermentirano s to vrsto kvasovk in jabolčno vino 
fermentirano s Saccharomyces kvasovkami. V drugem sklopu fermentacij smo poskusili 
oponašati spontano fermentacijo jabolčnega vina tako, da smo kot startersko kulturo 
uporabili Saccharomyces kvasovke, kvasovke rodu Dekkera in za nas najbolj zanimivo 
kvasovko K. fluxuum, ki naj bi opravile alkoholno fermentacijo, ter dodali še MKB oz 
bakterije rodu Oenococcus, ki naj bi opravile jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo. 
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Slika 9: Shema kombinacij kvasovk in bakterij za startersko kulturo uporabljene v dveh sklopih mikro-
fermentacij jabolčnega soka 
 
4.2.1 Spremljanje kinetike fermentacij in fizikalno-kemijske analize jabolčnih vin 
Vsak sklop fermentacij, inokuliranih z različnimi kombinacijami kvasovk in mlečno-
kislinskimi bakterijami (Slika 9), smo spremljali s tehtanjem vzorcev na analitski tehtnici. 
Spremljali smo izgubo mase na račun oddanega CO2. Po končani fermentaciji so za nas 
opravili fizikalno-kemijske analize vzorcev jabolčnega vina z aparaturo WineScan na KGZ 
Nova Gorica. Tako smo pridobili podatke o vsebnosti alkohola, glukoze in fruktoze 
(reducirajočih sladkorjih), skupnih kislinah, pH, glicerola, metanola, FC-indeksa in drugih 
posameznih organskih kislin. 
 
4.2.1.1 Fermentacije jabolčnega soka s posamičnimi in združenimi kulturami 
Kregervanrija fluxuum in Saccharomyces uvarum 
 Kinetika fermentacij  
Iz Slike 10A je razvidno, da se je pri fermentaciji s posamično kulturo S. uvarum in 
fermentaciji z združeno startersko kulturo skoraj sočasno končala kratka lag faza ter, da se 
je začela eksponentna faza rasti. Alkoholna fermentacija se je, glede na količino 
sproščenega CO2, začela že po 24 urah pri vseh vzorcih. Po 144 urah se je končala AF pri 
fermentaciji s posamično kulturo S. uvarum in fermentaciji z združeno kulturo. 
Fermentacija K. fluxuum je bila manj intenzivna in je po 48 ur dosegla stacionarno fazo 
rasti.  
Pri fermentaciji posamične kulture S. uvarum in združene starterske kulture vidimo 
bistveno hitrejši začetek alkoholne fermentacije, pri čemer se je sočasno konča lag faza, po 
10-ih urah fermentacije, ter začne eksponentna faza rasti, katera traja do 48 ur AF. Pri 
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fermentaciji S. uvarum vidimo po 193 urah fermentacije še vedno padanje teže 
fermentorjev, kar najverjetneje ni bila posledica fermentacije, ampak izgube mase 
fermentorjev zaradi izhlapevanja. Fermentacija K. fluxuum ni bila intenzivna, saj ne vidimo 
eksponentno fazo rasti, je po 48 ur dosegla stacionarno fazo rasti, čeprav spoščeni CO2 do 
konca AF rahlo narašča (Slika 10B). 
 
 
Slika 10: Kinetika fermentacije jabolčnega soka inokuliranega s posamičnimi in združenimi kulturami 




























Trajanje alkoholne fermentacije (h)
Kregervanrija fluxuum Saccharomyces uvarum



























Trajanje alkoholne fermentacije (h)
 Kregervanrija fluxuum Saccharomyces uvarum
Združena: K. fluxuum + S.uvarum
B
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 Fizikalno – kemijske analize 
Preglednica 4 prikazuje rezultate fizikalno-kemijskih parametrov za vzorce prvega sklopa 
fermentacij, ki je sestavljen iz dveh neodvisnih ponovitev. V preglednici so izračunana 
povprečja treh paralelk vsakega vzorca in standardni odklon (SD). 
Razlika med ponovitvama je v kemijski sestavi jabolčnega soka (substrat), uporabljenega 
za fermentacijo. Za prvo ponovitev smo uporabili sok z večjo vsebnostjo sladkorja 
(glukoza + fruktoza = 97,86±1,11 g/L), za drugo ponovitev prvega sklopa fermentacij pa 
manj sladek sok z vsebnostjo glukoze + fruktoze 87,09±0,13 g/L. 
Preglednica 4: Fizikalno-kemijskih parametri vzorcev jabolčnega vina fermentiranega s posamičnimi in 
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0,40 ± 0,0 0,20 ± 0,0 0,17 ± 0,12 




0,24 ± 0,02 0,45 ± 0,03 0,43 ± 0,10 




11,48 ± 0,02 7,21 ± 0,13 7,32 ± 0,17 
II. ponovitev 9,30 ± 0,31 6,53 ± 0,10 6,47 ± 0,10 
Legenda: alkohol (ALK), glukoza+fruktoza (GLU+FRU), skupne kisline (SK), jabolčna kislina (JK), vinska 
kislina (VK), glukonska kislina (GLU), citronska kislina (CK), glicerol (GLIC) 
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Primerjava fizikalno-kemijskih parametrov med posamičnima starterskima kulturama K. 
fluxuum in S. uvarum 
Izračunali smo povprečje in standardni odklon vsakega fizikalno-kemijskega parametra 
treh fermentacij z dodanima posamičnima kulturama K. fluxuum in S. uvarum, ter določali 
statistično značilne razlike v kemijskih parametrih kot vpliv starterskih kultur. 
Kot smo pričakovali se jabolčno vino po fermentaciji z ne-Saccharomyces kvasovko K. 
fluxuum statistično značilno razlikuje od vina fermentiranega z S. uvarum, in sicer v 
naslednjih parametrih: alkohol, pH , glukoza+fruktoza, glicerol, skupne kisline, jabolčna, 
glukonska, vinska in citronska kislina (pri vseh vrednost p<0,05).  
Rezultati prve ponovitve fermentacije kažejo, da kvasovka K. fluxuum ni tvorila alkohola, 
posledično je tudi koncentracija glukoze in fruktoze v vinu ostala visoka (96,82±0,92 g/L). 
Nasprotno pa je vino, fermentirano s kvasovko S. uvarum vsebovalo 6,49±0,03 g/L 
alkohola, ter nizke koncentracije glukoze in fruktoze oz. 2,70±0,25 g/L. Vino, 
fermentirano s kvasovko K. fluxuum, je imelo tudi večje vsebnosti glicerola, vinske, 
jabolčne in glukonske kisline (Slika 11A). Jabolčno vino z dodano posamično startersko 
kulturo K. fluxuum je imelo nižji pH (3,42 ± 0,01) kot jabolčno vino z dodano posamično 
kulturo S. uvarum (3,57 ± 0,0). Na sliki 11A so prikazani parametri, po katerih se 
fermentaciji statistično značilno razlikujeta. 
Kvasovke vrste S. uvarum so pri drugi ponovitvi prvega sklopa fermentacij tvorile manj 
alkohola (5,31±0,02 vol. %) saj je substrat vseboval manj sladkorjev. Druga razlika je v 
tvorbi citronske kisline, ki je bila pri fermentaciji izmerjena v skoraj isti koncentraciji v 
obeh vzorcih. Pri prvi ponovitvi fermentacij pa so več citronske kisline tvorile 
Saccharomyces kvasovke. Na sliki 11B so prikazani parametri, po katerih se fermentaciji 
druge ponovitve prvega sklopa statistično razlikujeta. 
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Slika 11: Statistično značilne razlike v koncentracijah skupnih kislin, vinske, jabolčne, glukonske in citronske 
kisline ter glicerola v vzorcih jabolčnega vina, fermentiranega s posamičnimi kulturami Kregervanrija 
fluxuum in Saccharomyces uvarum. A-prva biološka ponovitev, B-druga biološka ponovitev prvega sklopa 
fermentacij 
 
Primerjava fizikalno-kemijskih parametrov med posamično kulturo K. fluxuum in združeno 
startersko kulturo 
Parametri, ki se statistično značilno razlikujejo, če primerjamo jabolčno vino, fermentirano 
s posamično startersko kulturo K. fluxuum in jabolčno vino, fermentirano z združeno 
startersko kulturo (K. fluxuum + S. uvarum), so: alkohol, jabolčna, vinska in citronska 
kislina, glicerol, glukoza in fruktoza (pri vseh vrednost p<0,05). 
Na sliki 12 so prikazani najpomembnejši parametri za fermentacijo. Razvidno je, da je 
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tudi več jabolčne in vinske kisline v jabolčnem vinu, kot v primeru, ko je bila uporabljena 
kot združena starterska kultura s S. uvarum, pri drugi ponovitvi tudi več glukonske kisline. 
 
 
Slika 12: Statistično značilne razlike v koncentracijah vinske, jabolčne, citronske in glukonske kisline ter 
glicerola v vzorcih jabolčnega vina, fermentiranega s posamičnimi kulturami Kregervanrija fluxuum in 
združenimi kulturami Kregervanrija fluxuum in Saccharomyces uvarum. A-prva biološka ponovitev, B-druga 
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4.2.1.2 Fermentacije jabolčnega soka z združenimi kulturami  Saccharomyces uvarum, 
Kregervanrija fluxuum, Dekkera bruxellensis in Oenococcus oeni 
 
 Kinetika fermentacij 
Slika 13 prikazuje sproščanje CO2 med alkoholno fermentacijo sterilnega filtriranega 
jabolčnega soka. Iz grafa je razvidno, da je lag faza oziroma faza prilagajanja kvasovk zelo 
kratka, ter da se AF začne hitro. Kinetiki fermentacij združenih kultur Saccharomyces 
uvarum, K. fluxuum, D. bruxellensis, O. oeni (SKDO) in S. uvarum, D. bruxellensis, O. 
oeni (SDO) sta na začetku identični, vendar se na sredini log faze njuni krivulji ločita 
oziroma se stacionarna faza začne bolj zgodaj pri fermentaciji SDO. AF pri združeni 
kulturi S. uvarum, K. fluxuum, O. oeni (SKO) je manj intenzivna, saj je manj sproščenega 
CO2, faza prilagajanja je malenkost daljša, eksponentna faza je potekla počasneje v 
primerjavi z ostalimi dvemi fermentacijami. Alkoholna fermentacija se je zaključila po 250 
urah. 
Ob prisotnosti vseh treh vrst kvasovk in O. oeni se AF začne najhitreje ter je največ 
sproščenega CO2. V odsotnosti K. fluxuum se AF začne enako hitro in učinkovito, vendar 
je manj sproščenega CO2, saj stacionarna faza nastopi nekoliko prej. V odsotnosti D. 
bruxellensis se AF začne kasneje in je bistveno manj sproščenega CO2. 
Slika 13: Kinetika fermentacije jabolčnega soka, inokuliranega z združenimi kulturami Saccharomyces 
























Trajanje alkoholne fermentacije (h)
 S. uvarum + K. fluxuum + D. bruxellensis + O. oeni (SKDO)
S. uvarum + D. bruxellensis + O. oeni (SDO)
S. uvarum + K. fluxuum + O. oeni (SKO)
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 Dinamika rasti kvasovk med fermentacijo jabolčnega soka 
Z metodo določanja kolonijskih enot na različnih trdnih gojiščih smo spremljali rast 
kvasovk in bakterij med fermentacijo jabolčnega vina. 
 
 
Slika 14: Dinamika rasti kvasovke Saccharomyces uvarum (A), kvasovke Dekkera bruxellensis (B), 
kvasovke Kregervanrija fluxuum (C) in bakterije Oenococcus oeni (D) med fermentacijo jabolčnega vina 
Legenda: SKDO: S. uvarum + K. fluxuum + D. bruxellensis + O. oeni; SDO: S. uvarum + D. bruxellensis + 
O. oeni; SKO: S. uvarum + K. fluxuum + O. oeni 
 
Iz Slike 14A je razvidno, da je rast kvasovke S. uvarum podobna pri vseh fermentacijah, 
zato sklepamo, da na rast kvasovke S. uvarum ne vplivajo kvasovke K. fluxuum, D. 
bruxellensis in mlečnokislinske bakterije O. oeni. Opazna je zelo kratka lag faza (okoli 5 
ur) kvasovke S. uvarum, na kar ji sledi eksponentna faza rasti. Po približno 25 ur 
fermentacije se začne stacionarna faza, kar pomeni, da kvasovke S. uvarum ne rastejo več. 
Slika 14B prikazuje, da je D. bruxellensis dosegla večje koncentracije, če ni bilo prisotne 
kvasovke K. fluxuum. V fermentacijah SKDO, v katere smo dodali vse tri kvasovke in 
bakterijo O. oeni, ima D. bruxellensis daljšo fazo prilagajanja in faza eksponentne rasti ni 
tako intenzivna, kot pri fermentacijah SDO, v katere nismo dodali kvasovke K. fluxuum. V 
slednji faza prilagajanja ni prisotna, takoj se začne faza rasti kvasovke D. bruxellensis in 
število celilc stalno narašča, vse do 117. ure fermentacije, ko se je začela stacionarna faza, 
saj je število celilc ostalo enako. Kvasovka K. fluxuum je v prisotnosti kvasovk S. uvarum, 
D. bruxellensis in bakterije O. oeni, rastla le prvih 24 ur od začetku fermentacije (vidna 
eksponentna faza), potem se je že začela faza odmiranja in število živih kvasovk je strmo 
padlo v prvih 100 urah fermentacije. Nazadnje smo jo detektirali pri 117 ur fermentacije. 
Ob koncu alkoholne fermentacije (t=300 ur) kvasovke K. fluxuum ni bilo oziroma je njeno 
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število padlo pod mejo detekcije. Pri fermentacijah, v katere smo dodali kvasovke K. 
fluxuum, S. uvarum in bakterijo O. oeni (SKO) je opazna večja rast kvasovk K. fluxuum. 
Zelo strma krivulja navzgor nakazuje povečanje koncentracije kvasovk do 117 ur 
fermentacije, vendar je takoj zatem tudi strma krivulja navzdol, kar kaže na 
odmiranje/zmanjšanje celic K. fluxuum. Kvasovka K. fluxuum je prisotna tudi na koncu 
alkoholne fermentacije samo pri fermentacijah brez kvasovke D. bruxellensis (Slika 14C).  
Iz slike 14D je razvidno tudi, da bakterije O. oeni rastejo slabše v prisotnosti kvasovke K. 
fluxuum oziroma v odsotnosti kvasovke D. bruxellensis. V prvi fermentaciji s kombinacijo 
S. uvarum + K. fluxuum + D. bruxellensis, kot tudi v drugi fermentaciji s kombinacijo S. 
uvarum + D. bruxellensis je rast bakterij O. oeni primerljiva. 
 
 Fizikalno-kemijske analize 
Preglednica 5 prikazuje rezultate fizikalno-kemijskih parametrov za vzorce drugega sklopa 
fermentacij. V preglednici so izračunana povprečja treh paralelk vsakega vzorca in 
standardni odklon (SD). 
 
Preglednica 5: Fizikalno-kemijski parametri vzorcev jabolčnega vina fermentiranega z združenimi kulturami 





S. uvarum + K. fluxuum 
+ D. bruxellensis + O. 
oeni (SKDO) 
S. uvarum + D. 
bruxellensis + O. oeni 
(SDO) 
S. uvarum + K. 
fluxuum + O. oeni 
(SKO) 
CK g/L 0,43 ± 0,01 0,41 ± 0,01 0,42 ± 0,0 
VK g/L 2,6 ± 0,08 2,70 ± 0,16 2,80 ± 0,14 
GLIC g/L 6,88 ± 0,11 6,82 ± 0,10 7,07 ± 0,02 
MeOH g/L 0,16 ± 0,0 0,14 ± 0,0 0,14 ± 0,0 
FC indeks / 21,59 ± 0,23 24,55 ± 0,55 24,77 ± 0,41 
ALK vol. % 4,95 ± 0,10 5,20 ± 0,01 5,25 ± 0,03 
SSE g/L 26,16 ± 0,33 25,34 ± 0,04 25,88 ± 0,08 
RS g/L 2,72 ± 0,11 2,60 ± 0,08 2,61 ± 0,02 
SK g/L 10,41 ± 0,23 9,84 ± 0,04 9,95 ± 0,09 
HK g/L 0,54 ± 0,05 0,69 ± 0,0 0,66 ± 0,02 
pH / 3,20 ± 0,01 3,22 ± 0,0 3,21 ± 0,0 
Pepel g/L 2,43 ± 0,04 2,42 ± 0,03 2,51 ± 0,02 
JK g/L 6,70 ± 0,14 6,78 ± 0,02 6,94 ± 0,11 
CO2 mg/L 487 ± 72,2 414,67 ± 0,94 461,67 ± 45,51 
Legenda: citronska kislina (CK), vinska kislina (VK), glicerol (GLIC), metanol (MeOH), ocena vsebnosti 
fenolov (FC indeks), alkohol (ALK), skupni suhi ekstrakt (SSE), reducirajoči sladkorji (RS), skupne kisline 
(SK), hlapne kisline (HK), jabolčna kislina (JK), topni oziroma raztopljen (CO2) 
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Vsebnost alkohola fermentiranih jabolčnih vin se je gibala med 4,95-5,25 vol. %, kar  je za 
jabolčna vina običajna vsebnost alkohola od 4,5 do 7,0 % (Qin in sod., 2018). Največ 
alkohola je vsebovalo jabolčno vino fermentirano s SKO in najmanj s SKDO, tako kot 
reducirajoče sladkorje. Vrednosti slednje ustrezajo Pravilniku o pogojih ... (2004) oz. ne 
presegajo več kot 9 g/L vina, medtem ko jabolčno vino SKDO vsebuje največ CO2 (487,00 
mg/L). 
Koncentracija suhega skupnega ekstrakta je bila med fermentacijami zelo podobna in se je 
gibala med 25,34-26,16 g/L. Jabolčno vino SKDO je imelo največjo in jabolčno vino SDO 
najmanjšo vsebnost SSE. Vrednosti pepela jabolčnega vina SKDO in SDO sta praktično 
isti (2,43 oz. 2,42 g/L), jabolčno vino SKO je imelo večjo vrednost pepela, in sicer 2,51 
g/L.  
Pravilnik o pogojih ... (2004) določa, da naj bi bila koncentracija glicerola v vinu najmanj 
4 g/L, kar pomeni, da so naše fermentacije dosegle kriterije, saj so vrednosti od 6,82 do 
7,07 g/L, največjo vsebnostjo je imelo jabolčno vino SKO in najmanjšo SDO. Vrednosti 
metanola jabolčnega vina SKO in SDO ustrezajo kriterijam Pravilniku o pogojih ... (2004), 
ki omejuje vsebnost metanola v belem in rose vinu na manj kot 150 mg/L, medtem ko je 
imelo jabolčno vino SKDO povečano vrednost metanola (0,16 g/L). Po omejitvah 
Mednarodne organizacije za trto in vino ta vsebnost ni prekoračena, saj je vsebnost 
metanola omejena na 250 mg/L za bela in rose oziroma na 400 mg/L za rdeča vina (OIV, 
2015). Jabolčna vina SDO in SKO imata podoben FC indeks (24,55 oz 24,77), medtem ko 
je imelo jabolčno vino SKDO manjšo vrednost (21,594). FC indeks podaja oceno o 
vsebnosti fenolov v vzorcu. 
Vrednosti pH jabolčnih vin so se gibale med 3,20-3,22, kar sodi v normalne meja vrednosti 
pH v jabolčnem vinu (2,91-3,89) glede na Qin in sod. (2018). Največjo vsebnost skupnih 
kislin je imelo jabolčno vino fermentacija SKDO (10,41 g/L), medtem ko sta imela ostala 
dva vzorca jabolčnih vin malenkost nižjo vsebnost SK, vendar več kot 3,5 g/L, kar 
predpisuje Pravilnik o pogojih ... (2004) za mirna vina. Koncentracija hlapnih kislin v vseh 
treh fermentacij ustreza pogojem Pravilniku o pogojih ... (2004), torej za bela vina manj 
kot 1,0 g/L, izraženo kot ocetna kislina. Jabolčno vino SKO je vsebovalo največ vinske in 
jabolčne kisline (2,80 oz 6,94 g/L), medtem ko je jabolčno vino SKDO vsebovalo 
najmanjše (2,60 oz 6,70 g/L). Največjo vsebnost citronske kisline je vsebovalo jabolčno 
vino SKDO (0,43 g/L). 
 
Vpliv vrste Kregervanrija fluxuum na kemijske parametre jabolčnega vina fermentiranega 
z združeno startersko kulturo  
Kvasovka Kregervanrija fluxuum v primeru združene starterske kulture prispeva k večji 
koncentraciji glicerola, metanola, skupnih kislin in skupnega suhega ekstrakta ter k 
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nižjemu FC indeksu jabolčnega vina. Prispeva pa tudi k manjši koncentraciji alkohola in 
hlapnih kislin (Sliki 15 in 16). 
 
 
Slika 15: Statistično značilne razlike v koncentracijah metanola, alkohola, FC indeksa, skupnega suhega 
ekstrakta, skupnih kislin in hlapnih kislin v vzorcih jabolčnih vin fermentiranih z ali brez Kregervanrija 
fluxuum v združeni starterski kulturi 
 
 
Slika 16: Statistično značilne razlike v koncentracijah glicerola, skupnega ekstrakta in pepela v vzorcih 
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Vpliv vrste Dekkera bruxellensis na kemijske parametre jabolčnega vina fermentiranega z 
združeno startersko kulturo  
V odsotnosti kvasovke D. bruxellensis pri fermentaciji jabolčnega vina z združeno 
startersko kulturo, niti eden od izmerjenih kemijskih parametrov ni bil v manjši 
koncentraciji kot če je prisotna. Lahko sklepamo, da D. bruxellensis ne prispeva k večji 
koncentraciji različnih fizikalno-kemijskih parametrov (Siki 17 in 18). V literaturi so 
kvasovke rodu Dekkera pogosto povezane s fenolnimi spojinami, med njimi najbolj 
pomembni 4-etilfenol in 4-etilgvajakol, ki v velikih koncentracijah dajeta neprijeten 
»fenolni« vonj in priokus, po zdravilih, konjih, nageljnih (Steensels in sod., 2015; Godoy 
in sod., 2014). Tvorba omenjenih spojin je možna preko metabolizma hidroksicimetnih 
kislin, kot sta p-kumarna in ferulna kislina (Godoy in sod., 2014). Dias in sod. (2003) 
navajajo, da kvasovke D. bruxellensis tvorijo 4-etilfenol iz p-kumarne kisline. 
 
 
Slika 17: Statistično značilne razlike v koncentracijah metanola, FC indeksa, alkohola in hlapnih kislin v 
vzorcih jabolčnih vin, fermentiranih z ali brez Dekkera bruxellensis v združeni starterski kulturi.  
 
Slika 18: Statistično značilne razlike v koncentracijah glicerola, skupnega ekstrakta in pepela v vzorcih 
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 Analiza glavnih komponent  
Analizo glavnih komponent (PCA) smo naredili vzorcem zadnjega oz. tretjega sklopa 
fermentacij. Glede na sliko 19 se ponovitve vzorcev lepo korelirajo, z izjemo vzorca 
SKDO (2), ki le malo odstopa od ostalih dveh ponovitev. Fermentacija SKDO se od 
fermentacij SDO in SKO razlikuje po vsebnosti reducirajočih sladkorjev, citronske kisline, 
skupnih kislin in CO2. 
 
Slika 19: Analiza glavnih komponent (PCA) fizikalno-kemijskih parametrov jabolčnih vin fermentiranih z 
različnimi kombinacijami vrst kvasovk in MKB. PC-1 razloži 82,6 % variance, PC-2 razloži 11,2 % variance.  
Legenda: SKDO – Saccharomyces uvarum + Kregervanrija fluxuum + Dekkera bruxellensis + Oenococcus 
oeni, SKO – Saccharomyces uvarum + Kregervanrija fluxuum + Oenococcus oeni, SDO – Saccharomyces 
uvarum + Dekkera bruxellensis + Oenococcus oeni 
 
4.2.2 Senzorična analiza 
Senzoriko mladih jabolčnih vin so za nas opravili na KGZ NG. 
 Vzorci jabolčnega vina z dodano posamično startersko kulturo S. uvarum so bili 
ocenjeni kot svetlejši (lepši videz), z lepimi, sveže-cvetnimi notami, vendar po okusu 
kot grenki. 
 Vzorci jabolčnega vina z dodano posamično startersko kulturo K. fluxuum so bili 
ocenjeni kot edini s čistim H2S, v ozadju je bil zaznan vonj po hlevu, vendar po okusu 
kot sladki. 
 Vzorci jabolčnega vina z dodano združeno startersko kulturo S. uvarum in K. fluxuum 
so bili ocenjeni kot trpki in prazni, z ostrim vonjem po mokrih krpah, okus še najbolj 
prijeten. 
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 Vzorci jabolčnega vina z dodano združeno startersko kulturo S. uvarum, K. fluxuum, D. 
bruxellensis in O. oeni so bili ocenjeni kot oksidirani, grenki ter z vonjem po hlevu. 
 Vzorci jabolčnega vina z dodano združeno startersko kulturo S. uvarum, D. 
bruxellensis in O. oeni so imeli še bolj intenziven vonj po hlevu, v vonju oksidacija ni 
zaznavna, je pa v barvi. 
 Vzorci jabolčnega vina z dodano združeno startersko kulturo S. uvarum, K. fluxuum in 
O. oeni so bili ocenjeni kot manj grenki, s plesnivo noto (po gorgonzoli) ter z 
izstopajočo kislino. 
 
4.2.3 Določanje pektolitične aktivnosti  
K. fluxuum 3/A9, S. uvarum 6/D10 in D. bruxellensis 6/F8 so pektolitične kvasovke, saj 
smo opazili cono razbarvanja na gojišču s pektinom (Preglednica 6). Glede na te rezultate 
lahko sklepamo, da kvasovke niso odvisne ena od druge. 
 
Preglednica 6: Cona razbarvanja pektina 
Vrsta kvasovke Premer cone razbarvanja (mm) 
Kregervanrija fluxuum 4 
Saccharomyces uvarum 5 
Dekkera bruxellensis 3 
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5 RAZPRAVA 
5.1 IDENTIFIKACIJA KVASOVK IN BAKTERIJ IZ SPONTANIH FERMENTACIJ 
JABOLČNEGA VINA IN SHRANJEVANJE LE TEH V ZIM ZBIRKI 
Leta 2016 je za svojo magistrsko nalogo Neža Mandl izolirala in trajno shranila različne 
vrste kvasovk in bakterij iz 11 spontanih fermentacij jabolčnega vina iz Koroške regije 
(Mandl, 2017). V naši magistrski nalogi smo revitalizirali 110 izolatov različnih vrst 
kvasovk iz vzorcev jabolčnih vin, iz katerih je zraslo le 90 izolatov (uspešnost 
revitalizacije kultur je 81,82 %). Izmed 30 revitaliziranih izolatov različnih vrst bakterij jih 
je zraslo le 23, kar pomeni 76,67 % uspešnost revitalizacije.  
Izkazalo se je, da, se je mikrobna pestrost tekom devetih mesecev shranjevanja pri -80 °C, 
zmanjšala. Vrste Candida apicola, Candida bombi, Candida suthepensis, 
Zygosaccharomyces microellipsoides in Hanseniaspora uvarum, ki jih je prvotno 
identificirala Mandl (2017), nismo uspeli identificirati (po sekvenciranju), kar pomeni, da 
so odmrle oziroma so jih prerasle druge vrste kvasovk. Identificirali pa smo tri vrste 
kvasovk, ki pred shranjevanjem v mikrotitrske plošče niso bile identificirane, in sicer 
Candida patagonica, Saccharomycodes ludwigii in Pichia galeiformis. Kvasovke vrste S. 
ludwigii so že bile izolirane iz jabolčnega vina (Morrissey in sod., 2004), medtem ko 
kvasovk vrste P. galeiformis ter C. patagonica niso, kar lahko nakazuje na napake pri 
mikrobiološki analizi vzorcev jabolčnega vina zaradi velikega števila izolatov. 
Identificirali smo 16 vrst bakterij, od katerih so bile tri vrste mlečnokislinskih bakterij 
Lactobacillus collinoides, Lactobacillus hilgardii in Oenococcus oeni ter tri vrste 
ocetnokislinskih bakterij (OKB), Gluconobacter oxydans, Acetobacter persici in 
Acetobacter lambici. Ostale vrste bakterij so bile Staphylococcus warneri, Staphylococcus 
pasteuri, Staphylococcus equorum, Acinetobacter sp., Paenibacillus sp., Microbacterium 
phyllosphaerae, Kocuria sp., Curtobacterium flaccumfaciens in Halotalea alkalilenta. 
Glede na prvotno sestavo bakterijske mikrobiote, nismo uspeli revitalizirati sevov samo 
dveh vrst bakterij, in sicer Brevibacillus agri in Lactobacillus diolivorans (Mandl, 2017). 
Uspeli pa smo identificirali novo vrsto OKB Gluconacetobacter europaeus, ki do sedaj še 
ni bila izolirana iz jabolčnega vina, temveč le iz organskega jabolčnega kisa (Trček in sod., 
2016). 
V zbirki ZIM smo shranili 71 sevov kvasovk in 18 sevov bakterij, med katerimi najdemo 
kvasovke prisotne na začetku (Candida spp., Pichia spp) ter koncu (Dekkera/Bruxellensis) 
fermentacijske faze jabolčnega vina (Morrissey in sod., 2004). Shranili smo tudi 
predstavnike rodov Lactobacillus ter Oenococcus, ki so opisani kot pripadniki dominantnih 
rodov med jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo jabolčnega vina (Cabranes in sod., 
1991; Dueñas in sod., 1994; Sanches in sod., 2010). 
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5.2 VPLIV AVTOHTONIH KVASOVK NA FIZIKALNO-KEMIJSKE IN 
SENZORIČNE LASTNOSTI JABOLČNEGA VINA 
Tekom raziskovalnega dela smo izvedli dva sklopa mikrofermentacij sterilnega jabolčnega 
soka. V prvem sklopu fermentacij smo imeli dve biološki ponovitvi ter uporabili 
posamično startersko kulturo, Kregervanrija fluxuum 3/A9 in Saccharomyces uvarum in 
združeno startersko kulturo K. fluxuum in S. uvarum. Uporaba posamičnih starterskih 
kultur kvasovk, običajno v aktivni suhi obliki, zagotavlja koristno orodje za standardizacijo 
fermentiranih izdelkov (Valles in sod., 2005). Rezultati obeh ponovitev prvega sklopa 
fermentacij so med seboj primerljivi, razlika je le v uporabljenem substratu. V prvi 
ponovitvi fermentacij smo uporabili jabolčni sok z večjo vsebnostjo sladkorjev, zato je 
posledično nastalo več alkohola v jabolčnem vinu. Pridelano jabolčno vino s K. fluxuum je 
vsebovalo visoko vsebnost glukoze in fruktoze ter nič etanola, kar je posledica dejstva, da 
so kvasovke vrste K. fluxuum nefermentativni mikroroganizmi (Domizio in sod., 2011). 
Značilne so bile tudi visoka vsebnost jabolčne, vinske in glukonske kisline, po čemer se je 
statistično razlikovala od jabolčnih vin, pridelanih s S. uvarum in združene kulture. Druga 
posebnost je tudi ta, da se je vino, fermentirano s K. fluxuum, statistično razlikovalo od 
ostalih dveh vin, saj je vsebovalo več glicerola. Čeprav je znano, da kvasovke vrste S. 
uvarum tvorijo velike količine glicerola (Flores in sod., 2017), iz naših poskusov lahko 
sklepamo, da kvasovke vrste K. fluxuum prispevajo k večjim vsebnostim glicerola. 
Jabolčna vina, fermentirana z združeno startersko kulturo S. uvarum-K. fluxuum-D. 
bruxellensis-O. oeni (SKDO), so imela največjo vsebnost metanola, kar je tudi 
pričakovano, glede na to, da smo dokazali, da imajo vse tri vrste kvasovk S. uvarum 6/10, 
K. fluxuum 3/A9 in D. bruxellensis 6/F8, ki so sestavljale vcepek jabolčnega soka, 
pektolitično aktivnost. Flores in sod. (2017) navajajo, da imajo različni sevi vrste S. 
uvarum pektolitično aktivnost. Znano je, da metanol ni produkt fermentacije kvasovk, 
ampak se ta hlapna spojina odcepi od pektina, njegova vsebnost je odvisna od sorte jabolk, 
stopnje zrelosti in enološke prakse (Jacquin in Tavernier, 1952; Suàrez in sod., 2005). 
Glede na vse rezultate o aktivnosti pektolitičnih encimov in vsebnosti metanola – zgleda 
pozitivna korelacija. Jabolčna vina, fermentirana s SKDO, so imela največjo vsebnost 
skupnih kislin in citronske kisline. Skupne kisline oz. kislost so smatrane kot esencialen 
element jabolčnega vina in morajo biti v zadostni količini, da dajejo končnemu izdelku 
čist, osvežuječ vtis (Braga in sod., 2013). Citronska kislina se lahko uporablja kot orodje za 
regulacijo kislosti v alkoholnih izdelkih (Peres in sod., 2009).  
Po drugi strani so imela jabolčna vina, fermentirana s SKDO, najmanjšo vsebnost 
alkohola, vinske in jabolčne kisline in hkrati največ skupnega suhega ekstrakta, 
reducirajočih sladkorjev in CO2. Iz tega lahko sklepamo, da fermentacija mogoče ni 
potekla do konca oz. da je prišlo do upočasnjene fermentacije. Pri omenjeni fermentaciji 
smo dokazali prisotnost kvasovke K. fluxuum tekom celotne fermentacije, pristona je bila 
tudi na koncu fermentacije, čeprav v manjšem številu kot pri vzorcu SKO. 
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Jabolčna vina, fermentirana s S. uvarum-K. fluxuum-O. oeni (SKO) so imela največjo 
vsebnost alkohola in dokaj nizko vrednost pH. Velike razlike v koncentraciji alkohola in 
vrednosti pH imajo vpliv na percepcijo nekaterih aromatičnih not v vinu (Guth in Sies, 
2002). Jabolčna vina so imela največjo vsebnost glicerola, ki je nehlapna spojina, vendar 
zaradi viskozne narave in sladkega okusa, prispeva h kakovosti fermentiranih izdelkov, 
zagotavlja sladkost, telo in polnost okusa (Nurgel in Pickering, 2005; Steensels in sod., 
2015). Jabolčna vina so imela visoko vsebnost jabolčne kisline, kar lahko nakazuje, da 
jabolčno-mlečnokislinska fermentacija ni potekla do konca. Podatka o vsebnosti mlečne 
kisline nimamo, tako da ne moremo predvidevati, koliko jabolčne kisline se je pretvorilo v 
mlečno. Podatek o jabolčni kislini se ujema z rezultati o populacijski kinetiki fermentacije, 
kje smo ugotovili, da je bila rast bakterije O. oeni zelo slaba, zato sklepamo, da se jabolčna 
kislina ni razgradila oz. pretvorila v mlečno. Sicer se MKB O. oeni uporablja kot startersko 
kulturo, odgovorno za razgradnjo L-jabolčne kisline, s čimer se zagotavljajo prijetne 
senzorične karakteristike fermentiranega izdelka (Sánchez in sod., 2012). S statistično 
analizo t-test smo primerjali fizikalno-kemijske parametre jabolčnih vin, fermentiranih s 
SKDO in s SKO in ugotovili, da če med fermentacijo ni prisotne kvasovke D. bruxellensis, 
nastane več alkohola, hlapnih kislin in fenolnih snovi, ter manj metanola. Iz tega sklepamo, 
da je prisotnost kvasovke K. fluxuum res pomembna za končno fazo fermentacije. Kinetika 
kvasovk S. uvarum in K. fluxuum ter mlečnokislinske bakterijo O. oeni je nakazovala, da je 
fermentacija končana, saj smo opazili vse fazi rasti kvasovk vključno s fazo odmiranja.  
Jabolčna vina, fermentirana s S. uvarum-D. bruxellensis-O. oeni (SDO) so vsebovala 
najmanjšo vsebnost glicerola. Kvasovke vrste D. bruxellensis niso tvorile veliko glicerola, 
kar je najverjetneje posledica odsotnosti glicerol 3-fosfat fosfatazne aktivnosti (Wijsman in 
sod., 1984). Kljub temu pa nove študije navajajo tvorbo glicerola pod anaerobnimi pogoji s 
strani nekaterih sevov D. bruxellensis, vendar v zelo nizkih koncentracijah (Liberal in sod., 
2007; Rozpedowska in sod., 2011). Sklepamo lahko, da so kvasovke S. uvarum primarno 
odgovorne za količino glicerola v naši fermentaciji. S statistično analizo t-test smo 
primerjali vzorca SKDO in SDO in ugotovili, da je statistično značilna razlika v vsebnostih 
metanola, alkohola, skupnega suhega ekstrakta, skupnih in hlapnih kislin ter v FC indeksu. 
Zato lahko sklepamo, da ima kvasovka K. fluxuum med fermentacijo vpliv na zgoraj 
omenjene parametre. Pri primerjavi fermentaciji SDO in SKO, pa smo ugotovili statistično 
značilno razliko v naslednjih parametrih: glicerol, skupni suhi ekstrakt in pepel. Vrednost 
vsakega parametra je bila večja v vzorcih, kjer je bila prisotna kvasovka K. fluxuum. 
Jabolčna vina, ki so bili fermentirani s kvasovkami K. fluxuum, kot posamična ali združena 
starterska kultura, so bili ocenjeni z vonjem po hlevu, v ozadju s čistim H2S, po okusu pa 
sladki. Vonj po hlevu dajejo hlapni fenoli, ki imajo relativno nizek prag zaznave, večji del 
jih sintetizirajo kvasovke med alkoholno fermentacijo. Pomembna etilfenola sta 4-etilfenol 
in 4-etilgvajakol (Jenko in sod., 2011). V literaturi, nezaželjen vonj po hlevu v vinih 
pripisujejo številnim vrstam kvasovk, med katerimi je tudi D. bruxellensis, ki s pomočjo 
dveh encimov dekarboksilira neflavonoidne proste hidroksicimetne kisline (Oelofse in 
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sod., 2009). Kot že omenjeno, smo vonj po hlevu zaznali tudi v jabolčnih vinih s 
posamično kulturo K. fluxuum, zato predvidevamo, da tudi te vrste kvasovke lahko 
sintetizirajo hlapne fenole med AF. Domizio in sod. (2011) tudi v svoji študiji navajajo, da 
kvasovke vrste K. fluxuum tvorijo zelo veliko H2S. 
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6 SKLEPI 
 V spontani fermentaciji jabolčnega vina sodeluje mešanica vrst kvasovk in bakterij, o 
katerih določene lahko pozitivno vplivajo na kakovost jabolčnega vina in imajo 
potencial za združeno starter kulturo. 
 
 Kvasovke vrste Kregervanrija fluxuum so nefermentativne, vendar med fermentacijo 
tvorijo veliko glicerola. V primeru posamične kulture, tvorijo tudi več vinske in 
glukonske kisline kot v primeru združene starterske kulture s S. uvarum. 
 
 V primeru posamične starterske kulture Kregervanrija fluxuum alkoholna fermentacija 
ni intenzivna, že po 24 oziroma 48 urah fermentacije doseže stacionarno fazo, čeprav 
koncentracija sproščenega CO2 rahlo narašča med celotno fermentacijo jabolčnega 
soka. V združeni starterski kulturi S. uvarum-K. fluxuum-D. bruxellensis-O. oeni 
kvasovka K. fluxuum doseže stacionarno fazo že po 24 urah fermentacije, na koncu 
fermentacije ni prisotna, medtem ko v odsotnosti kvasovke D. bruxellensis raste boljše 
in je prisotna tudi na koncu fermentacije. 
 
 V odsotnosti D. bruxellensis v združeni starterski kulturi S. uvarum-K. fluxuum-O. oeni 
se alkoholna fermentacija začne kasneje in je bistveno manj oddanega CO2. 
 
 Mlečnokislinske bakterije vrste O. oeni med fermentacijo jabolčnega vina rastejo 
slabše v odsotnosti kvasovke D. bruxellensis.  
 
 Vse tri vrste kvasovk združene starterske kulture S. uvarum, K. fluxuum in D. 
bruxellensis imajo pektolitično aktivnost.  
 
 Vzorci jabolčnega vina z dodano posamično kulturo K. fluxuum so bili ocenjeni z 
vonjem po hlevu in v ozadju po čistem H2S, vendar sladki po okusu. Vzorci jabolčnega 
vina z združeno kulturo, kjer je bila prisotna tudi K. fluxuum, pa so bili ocenjeni kot 
oksidirani, nekoliko grenki in z vonjem po hlevu. Hipotezo, da ima kvasovka K. 
fluxuum pozitiven vpliv na senzorične lastnosti jabolčnega vina, smo zavrgli.  
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7 POVZETEK 
Jabolčno vino, v preteklosti priljubljena in razširjena pijača na kmetijah, se danes vse bolj 
uveljavlja kot tradicionalna osvežilna pijača. Največ se prideluje na severu Slovenije, iz 
jabolčnega soka s spontano fermentacijo, ki vključuje zaporedni razvoj različnih vrst 
kvasovk in bakterij. Med temi mikroorganizmi so kvasovke primarno odgovorne za 
alkoholno fermentacijo (AF). Različne vrste kvasovk in bakterij prisotne med fermentacijo, 
njihova dinamika ter frekvenca pojavljanja pa določajo senzorične lastnosti proizvoda. 
Ohranitev kvasovk in bakterij, ki sestavljajo mikrobne združbe fermentiranih pijač ima 
velik pomen pri ohranjanju tradicionalnih živilskih izdelkov, saj pričakujemo, da zaradi 
vse širše uporabe komercialnih sevov starterskih kultur, vplivov sodobnega kmetovanja in 
klimatskih sprememb, izgubo genetske pestrosti in posledično pestrost tradicionalnih 
okusov živil.  
V okviru magistrske naloge smo identificirali in v Zbirki industrijskih mikroorganizmov, 
ki je last Biotehniške fakultete, shranili 71 sevov kvasovk ter 18 sevov bakterij, ki 
pripadajo 14 vrstam kvasovk in 14 vrstam bakterij ter s tem ohranili genetski potencial za 
sestavo združene starterske kulture jabolčnega vina. Tako kot pri večini fermentiranih pijač 
je alkoholna fermentacija, ki je odgovorna za pripravo jabolčnika, lahko spontana, poteka s 
pomočjo endogenih vrst kvasovk ali pa je izvedena z izbrano/komercialno startersko 
kulturo. Naredili smo tri mikrofermentacije sterilnega jabolčnega soka s posamično in 
združeno startersko kulturo, z namenom ugotoviti vlogo kvasovke vrste K. fluxuum med 
AF. Z našimi rezultati smo potrdili, kot je že znano v literaturi, da so kvasovke vrste K. 
fluxuum nefermentativne in tvorijo veliko H2S. Tvorijo veliko glicerola, ki vpliva pozitivno 
na senzorično zaznavo in kakovost jabolčnika. Predvidevamo, da se med AF sintetizirajo 
hlapni fenoli, zato imajo vzorci jabolčnega vina, inokulirani s posamično kulturo K. 
fluxuum, vonj po hlevu. Zaradi nefermentativne narave kvasovke K. fluxuum, so bili vzorci 
inokulirani s posamično kulturo K. fluxuum ocenjeni kot sladki.  
Med fermentacijami smo spremljali tudi kinetiko kvasovk, med potekom drugega sklopa 
fermentacij pa tudi kinetiko bakterijo O. oeni, ki smo jo vključili zato, da smo zagotovili 
potek jabolčno-mlečnokislinske fermentacije. Kvasovka K. fluxuum v posamični in 
združeni starterski kulturi že po 24 oziroma 48 urah fermentacije jabolčnega soka doseže 
stacionarno fazo rasti. V primeru posamične starterske kulture je AF manj intenzina, saj je 
koncentracija sproščenega CO2 majhna, čeprav med celotno AF rahlo narašča. V združeni 
starterski kulturi S. uvarum-K. fluxuum-D. bruxellensis-O. oeni kvasovka K. fluxuum na 
koncu fermentacije ni prisotna, medtem ko je v odsotnosti kvasovke D. bruxellensis 
opazna večja rast kvasovk K. fluxuum, ki je prisotna tudi na koncu fermentacije. 
Mlečnokislinske bakterije vrste O. oeni med fermentacijo jabolčnega vina rastejo slabše v 
odsotnosti kvasovke D. bruxellensis. 
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Zahvaljujem se sošolki Mojci za pomoč pri tehničnem oblikovanju naloge in koristne nasvete. 
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PRILOGE 
Priloga A: Seznam sevov kvasovk in bakterij s pripadajočo ZIM številko 
 
Vrsta Izolat Kmetija Vir ZIM št. 
Dekkera anomala 6/C7 Osojnik jabolčno vino 3513 
Candida ethanolica 1/D11 Zg. Reht jabolčno vino 3514 
Candida ethanolica 1/E1 Zg. Reht jabolčno vino 3515 
Candida patagonica 4/A4 Grablar jabolčno vino 3516 
Debaryomyces hansenii 4/D3 Marin-Miler jabolčno vino 3517 
Debaryomyces hansenii 4/G9 Marin-Miler jabolčno vino 3518 
Debaryomyces hansenii 1/A8 Pustnik jabolčno vino 3519 
Debaryomyces hansenii 2/G10 Kos jabolčno vino 3520 
Debaryomyces hansenii 2/D7 Kos jabolčno vino 3521 
Debaryomyces hansenii 2/D9 Kos jabolčno vino 3522 
Debaryomyces hansenii 4/B3 Kajžar jabolčno vino 3523 
Debaryomyces hansenii 5/F1 Brajel jabolčno vino 3524 
Debaryomyces hansenii 4/F10 Marin-Miler jabolčno vino 3525 
Debaryomyces hansenii 4/A5 Grablar jabolčno vino 3526 
Debaryomyces hansenii 4/F11 Marin-Miler jabolčno vino 3527 
Debaryomyces hansenii 4/E9 Marin-Miler jabolčno vino 3528 
Debaryomyces hansenii 4/D4 Marin-Miler jabolčno vino 3529 
Dekkera anomala 4/H11 Grablar jabolčno vino 3530 
Dekkera anomala 1/A3 Pustnik jabolčno vino 3531 
Dekkera anomala 5/B8 Kajžar jabolčno vino 3532 
Dekkera anomala 6/D2 Osojnik jabolčno vino 3533 
Dekkera anomala 5/A6 Grablar jabolčno vino 3534 
Dekkera anomala 6/D4 Osojnik jabolčno vino 3535 
Dekkera anomala 5/E10 Brajel jabolčno vino 3536 
Dekkera bruxellensis 1/D8 Zg. Reht jabolčno vino 3537 
Dekkera bruxellensis 1/D4 Zg. Reht jabolčno vino 3538 
Dekkera bruxellensis 1/C5 Pustnik jabolčno vino 3539 
Dekkera bruxellensis 6/C5 Osojnik jabolčno vino 3540 
Dekkera bruxellensis 6/E1 Osojnik jabolčno vino 3541 
Dekkera bruxellensis 2/F9 Kos jabolčno vino 3542 
Dekkera bruxellensis 6/F8 Marin-Miler jabolčno vino 3543 
Dekkera bruxellensis 2/E11 Kos jabolčno vino 3544 
Kregervanrija fluxuum 5/E12 Brajel jabolčno vino 3545 
Kregervanrija fluxuum 2/H6 Naddvor jabolčno vino 3546 
Kregervanrija fluxuum 6/A2 Jež jabolčno vino 3547 
Kregervanrija fluxuum 2/H5 Naddvor jabolčno vino 3548 
Kregervanrija fluxuum 5/A9 Grablar jabolčno vino 3549 
Kregervanrija fluxuum 1/A10 Pustnik jabolčno vino 3550 
Kregervanrija fluxuum 3/A9 Naddvor jabolčno vino 3551 
Metschnikowia pulcherrima 4/E3 Marin-Miler jabolčno vino 3552 
Millerozyma farinosa 6/H5 Brajel jabolčno vino 3553 
Millerozyma farinosa 6/H11 Brajel jabolčno vino 3554 
   Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje Priloge A     
Vrsta Izolat Kmetija Vir ZIM št. 
Pichia manshurica 1/G7 Šibovnik jabolčno vino 3555 
Pichia manshurica 1/B10 Pustnik jabolčno vino 3556 
Pichia manshurica 2/A4 Šibovnik jabolčno vino 3557 
Pichia membranifaciens 4/G1 Marin-Miler jabolčno vino 3558 
Pichia membranifaciens 1/E3 Šibovnik jabolčno vino 3559 
Pichia membranifaciens 5/B9 Kajžar jabolčno vino 3560 
Pichia membranifaciens 5/D3 Brajel jabolčno vino 3561 
Pichia membranifaciens 1/E2 Zg. Reht jabolčno vino 3562 
Priceomyces carsonii 1/B2 Pustnik jabolčno vino 3563 
Priceomyces carsonii 6/G8 Brajel jabolčno vino 3564 
Priceomyces carsonii 4/C7 Kajžar jabolčno vino 3565 
Priceomyces carsonii 4/A1 Grablar jabolčno vino 3566 
Priceomyces carsonii 1/E10 Šibovnik jabolčno vino 3567 
Priceomyces carsonii 1/C4 Pustnik jabolčno vino 3568 
Priceomyces carsonii 1/H1 Šibovnik jabolčno vino 3569 
Priceomyces carsonii 4/A12 Kajžar jabolčno vino 3570 
Priceomyces carsonii 1/E8 Šibovnik jabolčno vino 3571 
Priceomyces carsonii 3/D5 Grablar jabolčno vino 3572 
Priceomyces carsonii 4/A3 Grablar jabolčno vino 3573 
Pichia membranifaciens 5/B7 Kajžar jabolčno vino 3574 
Pichia membranifaciens 5/D1 Brajel jabolčno vino 3575 
Pichia membranifaciens 5/C7 Kajžar jabolčno vino 3576 
Saccharomycodes ludwigii 5/E7 Brajel jabolčno vino 3577 
Wicherhamomyces anomalus 1/F9 Šibovnik jabolčno vino 3578 
Debaryomyces hansenii 6/B6 Jež jabolčno vino 3604 
Debaryomyces hansenii 3/H5 Grablar jabolčno vino 3626 
Pichia galeiformis 1/A12 Pustnik jabolčno vino 3627 
Priceomyces carsonii 2/B8 Šibovnik jabolčno vino 3628 
Kregervanrija fluxuum 1/B7 Pustnik jabolčno vino 3629 
Oenococcus oenii 1/B10 Pustnik jabolčno vino 1031 
Oenococcus oenii 3/B5 Naddvor jabolčno vino 1032 
Oenococcus oenii 4/A5 Marin-Miler jabolčno vino 1033 
Gluconobacter oxydans 1/E6 Pustnik jabolčno vino 1034 
Acetobacter persici 3/H7 Kajžar jabolčno vino 1035 
Acetobacter lambici 1/G2 Zg. Reht jabolčno vino 1036 
Staphylococcus warneri 1/H6 Grablar jabolčno vino 1037 
Staphylococcus pasteuri 2/B1 Grablar jabolčno vino 1038 
Staphylococcus equorum  2/E8 Marin-Miler jabolčno vino 1039 
Acinetobacter 2/G6 Brajel jabolčno vino 1040 
Paenibacillus sp 2/F7 Osojnik jabolčno vino 1041 
Microbacterium phyllosphaerae 1/H5 Grablar jabolčno vino 1042 
Kocuria sp.  2/D10 Marin-Miler jabolčno vino 1043 
Curtobacterium flaccumfaciens  2/A7 Grablar jabolčno vino 1045 
Lactobacillus collinoides 4/H8 Brajel jabolčno vino 1047 
Lactobacillus hilgardii 3/E5 Naddvor jabolčno vino 1048 
Lactobacillus collinoides 4/H11 Brajel jabolčno vino 1049 
Oenococcus oenii 2/A3 Šibovnik jabolčno vino 1050 
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Priloga B: Odvisnost vrednosti OD600 od  koncentracije celic O. oeni (CFU/mL) 
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